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Los mecanismos patog6nicos subyacmtes a las alteraciones neuromusculares 
producidas durante la infaion con a &on estudiados en un modelo 
murino empleaudo una cepa miotrbpica de escasa virulemia (CA-I) y una cepa letal pantropica 
(RA), mediante tknicas electrofisiologicas, histoggicas e inmunologicas. 
Ratones C3H/HeN i n f d o s  la cepa CA-I d e m o n  un patron electromiogrhfico 
de compromiso muscular primario, en tanto 10s hfectados con RA, revelaron un patron 
neuropatico primario. Los estudios histopatol6gicos evidenciaron alteraciones inflarnatorias 
de severidad creciente en 10s tejidos -0s estmWos en este modelo: musculo isquiotibial, 
nervio ciatico y mddula espinal. Las lesiones rnusculares eran de mayor intensidad en la 
idkcion con CA-I y las de tejido nervioso predominaban con RA, lo cual esth de acuerdo con 
el tropism0 parasitario. 
El fenotipo celular predominante en 10s hf2trados inflamatorios dependio de la cepa 
de T.cruzi, del tejido y del tienyo post-infieccibn. Los rasgos miis destacados en la infieccion 
con la cepa CA-I k o n :  a) Predorninio de linfocitos T CD4 en xmisculo esquelktico durante 
la fhse aguda y crbnica temprana y, b) Presencia de linfocitos B con IgM de m@cie en la 
fase cronica tardia en todos 10s tejidos. Las caracterr'sticas mis relevantes de la infeccion con 
RA &on: a) predominio de linfocitos T CD8 en tejido nervioso durante todo el curso de la 
infeccibn, b) presencia de dulas NK (asialo-GMl+) en tejido muscular durante la fase cronica 
y, c) presencia dlulas CD4-, CD8- en tejido nervioso durante la fhse crbnica. 
Estudios de proli&racion litlfbcitaria redizados durante la infeccibn cronica con el clon 
K-98 de CA-I demostraron la ex&ench de Iinhitos T CD4 y CD8 autorreactivos f h t e  a Ag 
de tejido muscular esquel&ico y sistema nervioso. En estudios sirnilares con la cepa RA ambas 
subpoblaciones de linfocitos T s610 proliferaron h t e  a Ag de SN. 
La transferencia pasiva de linfocitos T CD4 de ratones infkctados con K-98, indujo 
miositis con predominio de &Idas T CD4+ y macr6tirgos en ratones singeneicos n o d e s ,  
mgiriendo el desarrollo de hipersensibilidad retardada (HR), fiente a Ag musculares. Los 
linfdtos T CD8 de 10s mismos ratones no desencadenaron patolo& neu romdar  en 10s 
meptores. La tnm&m& de linfocitos T CD4 y CD8 de ratones infectados con Rq indujo 
neuritis y leptomeningitis, sugiriendo el &sarrollo de mecanismos de HR como de 
citotoxicidad dependiente de linfocitos T fiente a Ag de sisterna nervioso. 
ABSTRACT 
The pathogenic mechanisms underlying the newomuscular alterations during 
manosoma d infedion were studied in a mnurh?e model by means of electrophysiological, 
histological and immunological techniques in inbred mice infected with a low virulence 
myotropic strain (CA-I) and a highly virulent pantropic strain by means of electrofisiological, 
histological and immunological techniques. 
C3H/HeN mice infected with CA-I showed an electromyographic pattern of primaxy 
muscle compromise while those infected with RA disclosed a primary neuropathic pattern. 
Histological studies revealed inflammation of increasing severity in the affected tissues studied 
in this model: hamsting muscle, sciatic nerve and spinal cord. The muscle lesions were more 
intense in mice infected with CA-I, and those in nervous tissue were more intense in mice 
infected with RA in agreement with the parasite tropism. 
The predominant phenotype in the inflammatory infiltrates depended on the T.cruzi 
strain, the tissue and post-infection time studied. The relevant features in the infection with 
CA-I were: a) Predominance of CD4 T lymphocytes in skeletal muscle during the acute and 
early chronic phases and, b) Presence of surface IgM positive B lymphocytes during the late 
chronic phase in all tissues. The relevant fatures in the infection with RA were: a) 
Predominance of CD8 T lymphocytes in nervous tissue during the course of infection, b) 
Presencia of NK cells (asialo-GMl+) in muscle tisuue during the chronic phase and, c) 
Presence of CD4-, CD8- cells in nervous tissue during the chronic phase. 
Lymphocyte proliferation studies performed during the chronic phase with the K-98 
clone of CA-I showed the existence of nervow system Ag and muscle Ag autoreactive CD4 
and CD8 T lymphocytes. In similar studies with the RA strain both T cell subsets proliferated 
against nervous tissue Ag only. 
Pasive cell transfer of CD4 T lymphocytes fiom K-98-infected mic, induced myositis 
with predominance of CD4 T cells and macrophages in normal syngeneic mice, suggesting the 
development of delayed-type hypemdtivity (DTH) against muscle Ag. CD8 T lymphocytes 
fiom the same donors did not develop neuromuscular pathology in recipients. The transfer of 
CD4 and CDS T lymphocytes fiom RA-infected mice induced neuritis and leptomeningitis in 
recipients, suggesting the development of both DTH and T lymphocyte-dependent cytotoxicity 
against nervous system Ag. 
INTRODUCCION 
I. EL AGENTE ETIOLOGIC0 DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 
I.A. POSICION TAXONOMICA 
El Trv~anosoma cruzi (T.cruzi), agente causal de la enferrnedad de Chagas, es un 
protozoario flagelado perteneciente al Orden Kinetoplastida. Los miembros de este grupo, 
entre 10s que se incluye a1 genero Leishmania, se caracterizan por la presencia de un flagelo 
anterior bien desarrollado en 10s estadios extracelulares, y de una estructura denominada 
kinetoplasto (Lee y Hutner, 1985). Este contiene aproximadamente 20% del total de ADN (De 
Souza W., 1984), muestra continuidad estructural con una mitocondria de grandes dimensio- 
nes -el mitocondrion- y esta asociado al cinetosoma y al cuerpo parabasal (Lewis, 1975). 
El parasito presenta diversos estadios, cuyos nombres hacen referencia a la presencia o 
ausencia de un flagelo conspicuo que emerge por el extremo anterior del soma y a la localiza- 
cion relativa del kinetoplasto con respecto al nucleo. Los esferornastigotes presentan un largo 
flagelo rodeando el soma. En 10s epimastigotes el kinetoplasto es anterior al nucleo y el flagelo 
es libre en casi toda su extension. Los tripomastigotes presentan el nucleo en posicion media, 
por delante del kinetoplasto. El flagelo que se origina en el extremo posterior del soma, lo 
bordea formando una membrana ondulante para emerger libre en el extremo anterior. Los 
amastigotes tienen un flagelo poco aparente, que no emerge del sac0 flagelar. Este es un pliegue 
de la membrana que rodea a1 cinetosoma, a traves del cual emerge el flagelo en 10s otros 
estadios y que esta involucrado en la intemalizacion de macromoleculas del huesped (Webster 
y Russell, 1993), incluyendo pequefias cantidades de anticuerpos especificos (Teixeira y Martins 
Santana, 1989). 
I.B. CICLO BIOLOGIC0 
El T.cruzi tiene un ciclo heteroxeno en el cual diversas especies de mamiferos se com- 
portan como huespedes definitivos, en tanto que distintas especies de hemipteros de la Familia 
Reduviidae se comportan como vectores y huespedes interrnediarios. En el intestino medio de 
estos ultimos se multiplican por fision binaria las formas esferomastigote y epimastigote. Este 
ultimo estadio progresa y se multiplica en el intestino posterior dando origen por diferenciacion 
a 10s tripomastigotes metaciclicos, o formas infectantes, que no se multiplican y se localizan en 
la arnpolla rectal. En el marnifero existen dos estadios, el tripomastigote circulante y el amastigote, 
que corresponden a las formas de diseminacion sanguinea y de multiplication intracelular en 
10s tejidos, respectivamente. Luego de picar aun mamifem para alimentarse, el vector infectado 
deposita en la pie1 las heces que contienen 10s tripomastigotes metaciclicos infectantes (Fife 
Jr., 1977). 
Luego de ingresar a las primeras celulas blanco -celulas dendriticas de la piel y 
fibroblastos del tejido subcutaneo- el parasito escapa de la vacuola parasitofora a1 citoplasma, 
donde se multiplica como amastigote (Gonzalez Cappa e Isola, 1994). Despues de un numero 
de duplicaciones geneticamente determinado (revisado por Dvorak, 1975) se lisan las celulas 
liberandose tripomastigotes hacia el torrente circulatorio. Se inicia asi la diseminacion 
sanguinea y hacia 10s ganglios linfaticos regionales. Durante la diseminacion hematica 10s 
tripomastigotes atraviesan 10s capilares sanguineos hacia 10s tejidos e invaden, 
hndamentalmente, celulas de musculo esqueletico y cardiac0 -miocitos y fibroblastos- y de 
linaje fagocitico mononuclear en higado, bazo, sistema nervioso y otros tejidos, ademas de 
celulas no fagociticas como 10s adipocitos en diversos tejidos. El ciclo se cierra cuando un 
insecto vector no infectado succiona sangre de un mamifero infectado. La infeccion del vector 
es tanto m k  probable cuanto mayor sea la parasitemia del huesped definitivo al momento de 
acontecer la picadura. Por esta razon, 10s perros que presentan parasitemias persistentemente 
elevadas actuan como reservorios eficientes en areas endemicas (Giirtler, 1987). Ademas del 
nivel de parasitemia del huesped definitivo otros factores como las diferentes caracteristicas 
geneticas de especies y diferencias fisiologicas de 10s estadios de desarrollo del vector, parecen 
tener un papel importante para su infeccion (Garcia y Azambuja, 1991). 
II. HETEROGENEIDAD DE LAS POBLACIONES PARASITARIAS 
La especie T.cruzi esta constituida por poblaciones con diferencias morfologicas y 
geneticas que han sido relacionadas con distintas caracteristicas biologicas, como por ejemplo, 
tropismo, virulencia e inmunogenicidad en el mamifero, y progresion de la infeccion en el 
insecto vector. Si bien las poblaciones de T.cruzi son relativamente estables en lo que a 
comportarniento biologico se refiere, se ha demostrado que su composicion es policlonal 
(Tibayrenc y col., 1986). 
Se ha observado que clones derivados de una misma poblacion exhiben diferente 
virulencia e histotropismo en ratones de alta (Postan y col., 1983) y baja susceptibilidad a la 
infeccion (Postan y col., 1984). Por lo tanto, el comportamiento biologico de un aislalniento 
dependera del balance clonal dentro de la poblacion. Este balance estara sujeto a la presion 
selectiva por la capacidad del huesped de desarrollar una respuesta inmune clon-especifica. 
la que dependera, a su vez, de la inmunogenicidad del clon y de factores geneticos del huesped 
(Ver Seccion 111: Resistencia del huesped). 
En general se ha observado que la virulencia o capacidad letal de una poblacion o clon 
parasitarios de T.cruzi esta vinculada al tropism0 tisular y a la capacidad de multiplication 
intracelular. En modelos murinos, 10s clones o aislamientos que se multiplican activamente 
en celulas del sistema mononuclear fagocitico, generalmente dan lugar a parasitemias mas 
elevadas y a mayores tasas de mortalidad que 10s que lo hacen en tejido muscular (Melo y 
Brener, 1978). La presencia de receptores especificos para 10s componentes tisulares es de 
particular importancia al considerar la virulencia de las poblaciones parasitarias, ya que de la 
capacidad de invasion tisular y de su especificidad derivarian las consecuencias patologicas. 
Actualmente se conoce una gran variedad de factores de virulencia, algunos de 10s 
cuales son proteinas. Estas pueden ser receptores para componentes tisulares o enzimas que 
facilitan la penetracion y el establecimiento del parasito en la celula huesped. Ortega-Barria 
y Pereira (1991) demostraron que la penetracion de T.cruzi en celulas no fagociticas esta 
vinculada con la presencia, en la membrana del parasito, de proteinas con capacidad de 
union para heparanos y colagenos y laminina, macromoleculas presentes en la membrana 
basal y en la matriz intersiticial tisular. La trans-sialidasa es una enzima involucrada en la 
transferencia de restos de acido N-acetilneuraminico desde glicoconjugados del huesped a 
glicoproteinas parasitarias (Schenkrnan y col., 1991), una de las cuales es la penetrina (PM 
60 kDa), descrita por Ortega-Barria y Pereira (1991), cuyo ligando seria el heparan sulfato, 
rico en acido sialico (Herrera y col., 1994). Celulas CHO mutantes (Lec 2) que expresan 
escaso acido sialico en sus membranas son infectadas en menor proporcion que sus contra- 
partidas salvajes (Schenkman y col., 1993). La neutralizacion de la enzima mediante 
anticuerpos especificos aumenta la infectividad de 10s tripomastigotes in vitro (Cavallesco y 
Pereira, 1988; revisado por Schenkman y Eichinger, 1993). Estos estudios demuestran que la 
enzima es capaz de modular la invasion celular regulando la traslocacion de restos de acido 
sialico de glicoproteinas de la celula huesped a proteinas parasitarias (revisado por Schenkman 
y Eichinger, 1993). Algunos autores comunican que la union a las glicoproteinas de la celula 
huesped ocurre a traves de 10s restos glicosidicos (Bonay y Fresno, 1995), en tanto otros 
seiialan la independencia entre la capacidad de union y la presencia de hidratos de carbon0 
en el receptor del parasito o el ligando de la celula huesped (Giordano y col., 1994). Aparte 
de 10s receptores parasitarios especificos para ligandos tisulares, la activacion de ciertos 
receptores celulares asociados al desencadenamiento de seiiales intracelulares, por ejemplo 
10s receptores I y II para TGF-8, estaria involucrada en la penetracion y multiplication 
parasitaria ya que 10s tripomastigotes son capaces de adherirse a celulas mutantes que no 10s 
expresan per0 son incapaces de penetrar o multiplicarse en las mismas (Ming y col., 1995). 
En 10s estudios experimentales con distintos aislamientos parasitarios, generalmente lle- 
vados a cab0 en ratones, se ha descrito parasitismo tisular en diferentes organos y tejidos del 
huesped. Las localizaciones mas frecuentes de 10s amastigotes son: a) el musculo -cardiac0 y 
esqueletico- en 10s que 10s parasitos se localizan en miocitos, adipocitos y fibroblastos, b) el 
higado y el bazo, en 10s que 10s parasitos invaden celulas del sistema fagocitico mononuclear y, 
c) sistema nervioso -periferico o central- en 10s cuales las celulas parasitadas son fibroblastos, 
celulas de Schwann o de la glia (Amaral y col., 1975; Melo y Brener, 1978; Postan y col., 
1983; Molina y Kierszenbaum, 1988; Andrade y Rocha Silva, 1995). 
El tropismo tambien esta definido por variables fisiologicas celulares. Por ejemplo, se ha 
comunicado que las fibras musculares tipo I (de contraccion lenta) se infectan predominante- 
mente en relacion a las de tipo I1 (Teixeira y Dvorak, 1985). En humanos, Antunes Teixeira y 
col. (1 994) han descrito parasitismo de la vena central de las glandulas suprarrenales. Segun 10s 
autores esta localization podria actuar de reservorio parasitario, debido a la inmunosupresion 
local asociada a la produccion de corticosteroides que inhibirian mecanismos efectores 
inrnunologicos de destruction parasitaria. 
De acuerdo con 10s patrones de tropismo tisular en ratones, se ha convenido en distinguir 
poblaciones o cepas miotropicas y reticultropicas (macrofagotropas), en kncion de 10s tejidos 
predominantemente invadidos: muscular o reticuloendotelial. Asi, las cepas CA-I y CL son 
predominantemente miotropicas para el raton, en tanto TulahuCn e Y han sido descritas como 
primariamente reticulotropicas (Taliaferro y Pizzi, 1955; Melo y Brener, 1978; Gonzalez Cappa 
y col., 1980, 198 1). En el caso de estas ultimas y de otras cepas como Sylvio (Postan y col., 
1983) y RA (Mirkin y col., 1994), ademas de encontrarlas en celulas de linaje monocitico, es 
fiecuente hallarlas en otros tejidos, por lo que la definition de estas como pantropicas seria mas 
adecuada (IVhrkin y col., 1994). 
Diferencias en la inmunogenicidad de diversas poblaciones de Tcrt~zi, se establecieron al 
observar que ratones exocriados o conejos infectados desarrollan distintos patrones de respuesta 
humoral (produccion de anticuerpos liticos, opsonizantes y neutralizantes) (Vattuone y col., 
1974; Krettli y col., 1979; Sanchez y Gonzalez Cappa, 1983; Miiller y Gonzalez Cappa, 
1987; Celentano y Gonzalez Cappa, 1992) y celular (Vattuone y col., 1974). 
La diferente inrnunogenicidad de las poblaciones de Tcruzi podria depender de multi- 
ples factores como la inmunodominancia de ciertos epitopes (Martins y col., 1985; Israelski y 
col., 1988) ylo el enmascaramiento estructural y fbncional de otros mediante la incorporacion 
de acido sialico (revisado por Schenkman y Eichinger, 1993). Por ejemplo, la presencia de 
acido sialico en las membranas celulares es un potente inhibidor de la lisis mediada por de la via 
alterna del complemento (Kazatchkine y col., 1979). 
III. RESISTENCIA DEL HUESPED 
Lo mencionado en la seccion anterior seiiala que, al evaluar resistencia a la infeccion, se 
deben considerar las caracteristicas biologicas del parasito asi como 10s mecanismos desarrolla- 
dos por el huesped para limitar la parasitosis. Muchos de estos mecanismos estan relacionados 
con las caracteristicas geneticas del huesped, por lo que la expresion final de la virulencia ylo 
patogenicidad de las cepas depende de un balance entre la expresion por parte del parasito de 
10s mecanismos de invasion celular, multiplication y evasion de la respuesta inrnune, asi como 
de 10s mecanismos de resistencia natural y especifica del hubped. 
Como se indico en el apartado anterior, la virulencia como expresion de la capacidad del 
parasito de producir patologia, no puede desvincularse de la variacion intrinseca que muestran 
distintas especies animales, en cuanto a la resistencia o susceptibilidad a la infeccion. Se ha 
observado que la misma poblacion de Tcruzi exhibe distinta virulencia dependiendo de la 
asociacion huesped-parasito considerada. En este sentido se han descrito diferencias en resis- 
tencia, niveles de parasitemia y produccion de patologia entre distintas especies de mamiferos 
de laboratorio como ratones (Laguens y col., 1980), ratas (Scorza y Scorza, 1972), conejos 
(Chiari y col, 1980), perros (Andrade, 1984) y monos (Bonecini-Almeida y col., 1990). En el 
marco de estos experimentos la resistencia a la infeccion no debe entenderse en terminos 
absolutos, sino relativos al tiempo de sobrevida de 10s animales infectados, ya que todas las 
especies mencionadas son susceptibles a la infeccion. Por otra parte, la posibilidad de estable- 
cer una infeccion en 10s modelos experimentales depende de factores como la edad y el sex0 
del huesped y del tamafio del inoculo. En este ultimo caso el analisis comparativo de la suscep- 
tibilidad de diferentes especies es dificil de llevar a cabo, ya que las dosis infectantes raramente 
se expresan por unidad de masa corporal del animal inoculado en 10s estudios realizados. 
Los modelos murinos aportan la mayor parte de la information relativa a mecanismos de 
resistencia por el conocimiento que se posee en relacion a 10s aspectos geneticos vinculados 
con las respuestas innata y adquirida. Ratones con diferente constitution genetica muestran 
una notoria diversidad en cuanto a la susceptibilidad a la infeccion (Trischmann y col., 1978). 
En estos animales se ha demostrado que genes tanto asociados al CMH como no asociados al 
mismo, estan involucrados en el control de la parasiternia y determinan la capacidad de 
sobrevida (Trischmann y Bloom, 1982; Wrightsman y col., 1982). 
Las observaciones de esta seccion y de la precedente seiialan la complejidad de la inte- 
raccion entre el T.cr~zi y el huesped, de cuyo balance dependera el curso de la infeccion y el 
posible desencadenamiento de la patologia. 
1II.A. RESISTENCIA NATURAL 
Los mecanismos de resistencia natural estan relacionados con la presencia de barreras 
estructurales y fisiologicas que limitan o impiden el acceso de patogenos al organismo. Diversas 
caracteristicas como la especie animal, edad y sex0 involucradas en la resistencia o susceptibi- 
lidad a la infeccion, pueden estar vinculadas a la integridad y desarrollo de las barreras mencio- 
nadas. En relacion a las diferencias de susceptibilidad de distintas especies, se ha observado, 
por ejemplo, que las aves son refractarias a la infeccion. El mecanismo asociado a la resistencia 
estaria relacionado con la activacion eficiente del complemento por la via alterna (Kierszenbaum 
y col., 1976), asi como con la elevada temperatura corporal de las aves, ya que 10s amastigotes 
se multiplican mas lentamente a altas temperaturas (Neva y col., 196 1). Por el contrario, todos 
10s mamiferos estudiados hasta el momento pueden infectarse, si bien las caracteristicas de la 
infeccion dependen de la especie, como se seiialo previamente. Con respecto a la edad tambien 
se observan variaciones; como es de esperar, 10s animales lactantes o recien destetados suelen 
ser mas susceptibles que 10s adultos, desarrollando mayores parasitemias y tasas de mortalidad. 
Tambien se han observado diferencias al comparar la susceptibilidad a la infeccion entre machos 
y hembras de una misma especie. Ya en la decada del'40 Hauschka (1947) establecio que 10s 
machos de ratones endocriados (C3H y DBA) manifiestan mayor susceptibilidad que las hem- 
bras. 
Si bien la resistencia natural es relativamente eficaz para la limitation de la infeccion, en 
las especies susceptibles el mecanismo principal que restringe la diseminacion parasitaria es la 
respuesta inmune. 
1II.B. RESPUESTA INMUNE 
El sistema inmune de 10s vertebrados se origin0 como un mecanismo con capacidad 
para el reconocimiento de lo propio y lo extrafio, lo que permitio mantener la individualidad 
de la especie frente patogenos potenciales. Los mecanismos mas primitivos, presentes en 
taxones invertebrados, corresponden a1 desarrollo de celulas sin especificidad alguna, 
dedicadas a la fagocitosis. La aparicion de mecanismos especificos de reconocimiento en 10s 
vertebrados, dio lugar a un control mas adecuado de 10s agentes patogenos, a traves de 
mecanismos de autorregulacion de la magnitud de la respuesta fiente a aquellos, asi como 
por la capacidad de diferenciar, a1 menos en principio, al agente o el tejido infectado del 
tejido no infectado (revisado por Marchalonis y Schluter, 1994). 
II1.B. 1. MECANISMOS INESPECIFICOS 
Las celulas fagociticas mononucleares o polimorfonucleares son la primera barrera de 
defensa que pone en marcha el sistema inmune, ante una infeccion de cualquier etiologia. En 
particular, durante la fase aguda de las infecciones por Tcruzi, se ha descrito la presencia de 
ambos tipos de fagocitos asociados a 10s nidos de amastigotes y a celulas necroticas en las 
lesiones (Molina y Kierszenbaum, 1988; Ben Younes-ChenouE y col., 1988). El grado de 
activacion de 10s macrofagos es independiente de la poblacion parasitaria infectante; tanto 
cepas altamente virulentas como cepas no letales producen niveles similares de estallido respi- 
ratorio, detectable mediante quimioluminiscencia, durante la fase aguda de la infeccion. Sin 
embargo, en este period0 distintas cepas de T.cruzi pueden inducir diferente fbncionalidad 
rnicrobicida (Celentano y Gonzalez Cappa, 1992). Una vez activadas, en una fase mas avanza- 
da de la infeccion, estas celulas se encargan tanto de destruir parasitos como de eliminar el 
debris celular resultante de la necrosis tisular. 
La capacidad parasiticida aumentada de 10s macrofagos activados se ha relacionado con la 
produccion de metabolitos del 0, (Nathan y col., 1979) y oxido nitric0 (Petray y col., 1994). 
A1 igual que las celulas de linaje mieloide/monocitico, existen celulas de linaje linfoide 
con capacidad de destruir parasitos de manera inespecifica: las celulas NK (natural killer o 
((asesinas naturales))). Ratones homozigotas para una mutacion recesiva (bghg) que impide el 
desarrollo de estas celulas, tratados con un inductor (tilerona) de la produccion de interferon 
(IFN) alfa (IFN-a) necesario para el desarrollo de las mismas, exhiben menor sobrevida que 
sus pares heterocigotas (+/bg) (James y col., 1982). Ensayos in vitro con celulas peritoneales 
de ratones tratados con acido poliinositico-policitidilico (otro inductor de interferon alfa) 
corroboran estas observaciones. En estos estudios se demostro que la actividad citoxica contra 
T.cruzi era dependiente de la presencia de celulas NK en la fraccion celular no adherente, ya 
que el tratamiento con un anticuerpo monoclonal contra el marcador NK1.2 y complemento 
inhibia dicha actividad (Hatcher y Kuhn, 1982). 
111. B. 2. MECAN.MOS ESPECIFICOS 
III.B.2.a. Pavel de 10s fagocitos mononucleares: La actividad de las celulas fagociticas de 
linaje mononuclear constituye, ademas de un mecanismo inespecifico de defensa, la primera 
etapa de activacion de la respuesta inmune especifica (Lu y Unanue, 1982). Las celulas de 
Langerhans, un tip0 de celulas dendriticas derivadas de precursores de la medula osea (Caux y 
col., 1995), son las encargadas de la captacion, procesamiento y presentacion de antigenos que 
ingresan por via cutanea (revisado por King y Katz, 1990), asociada a la transmision vectorial 
de T.cruzi. Estas celulas migran, via 10s vasos linfaticos que drenan la piel, hacia 10s ganglios 
regionales transportando antigenos parasitarios (revisado por Knight y Stagg, 1993). Si bien no 
se ha descrito este mecanismo en la infeccion por T.cruzi, se ha comprobado que el mismo es 
hncional en las infecciones producidas por otras especies del Orden Kinetoplastida, Leishmania 
spp., que presentan una via de infeccion vectorial similar (Moll y col., 1993). En 10s ganglios 
regionales tiene lugar la presentacion antigenica, primera etapa para la activacion de 10s linfocitos 
T cooperadores. El antigen0 procesado por las celulas fagociticas, asociado a moleculas de 
clase I1 del CMH, es presentado a 10s linfocitos T que poseen en su superficie receptores 
especificos para aquel (Morrison y col., 1986). En un estudio reciente se demostro la disminucion 
en la capacidad para la captacion, el procesamiento y la presentacion antigenica por parte de 10s 
macrofagos peritoneales de ratones infectados con T.cruzi, si bien la expresion de moleculas de 
clase I1 no estaba alterada (Plasman y col., 1995). 
III.B.2.b. Seiiales de activacion: La activacion de 10s linfocitos T especificos requiere la 
asociacion del receptor T con las moleculas del CMH, que tienen unido el peptido antigenic0 
(Acuto y col., 1983; Borst y col., 1983; revisado por Rammensee y col., 1993). En dicha 
activacion, ademas, interviene un co-receptor (CD4) que se asocia a la porcion no polimorfica 
del CMH clase I1 (revisado por Jenkins y Johnson, 1993). En el mode10 murino de 
tripanosomiasis americana se ha descrito la disminucion en la expresion del receptor T (Sztein 
y col., 1990; Sztein y Kierszenbaum, 1992), asi como la modulacion negativa de la expresion 
de CD4 (Sztein y col., 1990). 
La union entre estos componentes da lugar a una compleja red de seiiales intracelulares 
secundarias que determinaran la transcripcion de ARN mensajeros (ARNm) de citoquinas, 
que promueven la proliferacion ylo diferenciacion celular de linfocitos T o B, asi como el 
desarrollo de colonias de celulas de linaje monocitico y/o granulocitico en la inedula osea 
(revisado por Taniguchi, 1988). En modelos murinos de enfermedad de Chagas se ha obser- 
vado la disminucion de la produccion de interleuquina-2 (IL-2) (Harel-Bellan y col., 1983) y, 
en humanos y ratones, modulacion negativa de la expresion de su receptor (IL-2R) en 10s 
linfocitos T (Beltz y col., 1988; Kierszenbaum y col., 1990; Sztein y col., 1990). Esto es 
debido a una reduccion en la transcripcion del ARNm tanto de la citoquina como de su 
receptor (Soong y Tarleton, 1992). Recientemente, Kierszenbaum y col. (1996) han 
comunicado que tripomastigotes viables inducen reduccion de la expresion de IL-2, -4, -5 e 
IFN-y citoplasmica por linfocitos T humanos de sangre periferica, activados con 
fitohemoaglutinina 
III.B.2.c. Linfocitos B. plasmocitos v produccion de inmunoglobulinas: En las zonas B 
de 10s ganglios linfaticos y del bazo se produce la activacion de linfocitos B que poseen recep- 
tores de tipo inmunoglobulina (Ig) y que una vez activados pueden actuar como celulas presen- 
tadoras de antigen0 (CPA) a 10s linfocitos T cooperadores (Krieger y col., 1985). Ademas, el 
contact0 con co-receptores del linfocito T inicia la diferenciacion de 10s linfocitos B a celulas 
plasmaticas capaces secretar inmunoglobulinas (Lederman y col., 1992). 
La etapa aguda de la infeccion humana por T.cruzi esta caracterizada por la secrecion de 
IgM durante un period0 de por lo menos tres meses (Israelski y col., 1988; Scott y Goss- 
Sampson, 1984). La produccion de IgG, cuyo pico coincide con el de produccion de IgM 
(Israelski y col., 1988), muestra un patron de isotipos con predominio de IgGl e IgG3, tenien- 
do el primer0 capacidad de activar la lisis complemento-dependiente de tripomastigotes circu- 
lantes (Scott y Goss-Sarnpson, 1984; Romeiro y col., 1984). Resultados obtenidos con ratones 
confirman estos hallazgos, ya que 10s isotipos predominantes en la infeccion murina son IgG2a 
e IgG2b, con hnciones efectoras comparables a la IgGl humana (fijacion complemento, CCDA 
y opsonizacion) (Scott y Goss-Sampson, 1984). Los anticuerpos tambien estan involucrados 
en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA) (Abrahamson y Dias da Silva, 
1977). 
Independientemente de la produccion de una respuesta humoral especifica frente a1 T. cruzi, 
se ha observado que durante la infeccion murina se desarrolla una respuesta policlonal B 
(D'imperio Lima y col., 1985). En este modelo se ha demostrado la expansion preferencial de 
linfocitos B que presentan el marcador de membrana Lyl (CDS) (Minoprio y col., 1989). La 
activacion policlonal es dependiente de la cooperacion T, ya que el tratamiento con anticuerpos 
anti-L3T4 (anti-CD4) de ratones infectados, inhibe dicha respuesta (Minoprio y col., 1987). 
La activacion de la expansion preferencial de 10s linfocitos B CD5+ se relaciona con la produccion 
de autoanticuerpos que estaria bajo control timico (Smith y col., 1983). Su relevancia en la 
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enfermedad de Chagas experimental y humana sera discutida en la Seccion IV (Patologia. 
clinica y patogenia de la enfermedad de Chagas). 
III.B.2.d. Linfocitos T: Los linfocitos T comprenden dos fenotipos mayoritarios, CD4+ 
y CD8+. Su diferencia esencial esta relacionada con el contexto de presentacion y el tipo de Ag 
que reconocen. Generalmente se acepta que 10s linfocitos CD4+ reconocen antigenos procesa- 
dos por la via exogena en el contexto de moleculas de clase 11, y 10s linfocitos CD8+ reconocen 
antigenos procesados por la via endogena en el contexto de moleculas de clase I (revisado 
por Germain, 1993). Sin embargo, se han descrito linfocitos CD4 con actividad citotoxica 
que reconocen antigenos en el contexto de molbulas de clase I (Strassman y Bach, 1984) y 
linfocitos CDS que lo hacen en el contexto de clase I1 (Salgame y col., 1991). 
Estudios fbncionales in vivo sobre el papel de las subpoblaciones de linfocitos T en la 
enfermedad de Chagas, demostraron que ambos fenotipos estan involucrados en la proteccion 
contra la diseminacion parasitaria durante la fase aguda. En la decada del'70 estudios realiza- 
dos en ratones (SchmuHis y col., 1971) y ratas (Roberson y col., 1973) neonatalmente 
timectomizados y en ratones tratados con suero anti-timocito (Roberson y col., 1973), demos- 
traron disrninucion de la sobrevida de 10s mismos cuando eran infectados con T.cruzi. En 
estudios experimentales posteriores se demostro, empleando ratones atimicos ((nude)) (nu/nu, 
geneticamente deficientes en linfocitos T), que estos linfocitos eran necesarios para controlar la 
parasitemia (Kierszenbaum y Pienkowski, 1979). Russo y col. (1 988), identificaron como CD4+ 
el fenotipo de 10s linfocitos T responsables del control de la parasitemia. A1 eliminar dicha 
poblacion de linfocitos in vivo, mediante el uso de Ac monoclonales, observaron aumento de la 
parasitemia y de la mortalidad. Estudios posteriores de Tarleton (1 990) demostraron que tambien 
10s linfocitos T CD8 tienen un papel preponderante en el control de la infeccion. Ratones 
tratados con Ac monoclonales (AcMo) anti-CD8 para elirninar la poblacion supresora~citotoxica 
presentaban parasitemias de mayor magnitud que 10s controles. En el mismo estudio, el 
tratamiento con dicho AcMo, impedia el desarrollo de inrnunidad conferida por inmunizacion 
con epimastigotes en ratones no tratados y revertia la inmunidad en ratones preinmunizados y 
tratados. En estos casos, 10s ratones tratados con el AcMo mostraban parasitemias mayores y 
tiempos menores de sobrevida. Empleando ratones ((knock-out)) para el gen de la l3,- 
microglobulina (y que por lo tanto no expresan moleculas de clase I del CMH), el mismo grupo 
observo que 10s ratones, deficientes en linfocitos T CD8, presentan mayores parasitemias, 
menores tiempos de sobrevida y mayor parasitism0 tisular durante la fase aguda (Tarleton y 
col., 1992). En el modelo murino se demostro que durante la etapa aguda de la infeccion 
predominan 10s linfocitos CD8+ (Sun y Tarleton, 1993). En otros estudios, se demostro que 
en 10s ratones cronicamente infectados existen linfocitos T CD8 con actividad citotoxica 
especifica contra el parasito, restringida por el CMH (Nickell y col., 1993). lo cual explica el 
menor parasitismo sanguine0 y tisular en 10s ratones normales de 10s experimentos de Tarleton 
y sus colaboradores. 
Estos estudios demostraron, por lo tanto, que las poblaciones de linfocitos T CD4 como 
CD8 son necesarias para controlar la diseminacion parasitaria durante la etapa aguda 
de la infeccion. 
IV. PATOLOGIA, CLINICA Y PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 
La infeccion por T.cruzi origina un conjunto de alteraciones patologicas de localization 
bien definida. Dicha patologia esta vinculada de diversas maneras con las caracteristicas biolo- 
gicas del parasito y con alteraciones en 10s mecanismos de regulation del sistema inmune 
durante la infeccion. Si bien hasta el momento esta en discusion la secuencia causal de 10s 
fenomenos que dan lugar a la patologia (Ribeiro dos Santos y Hudson, 1980; Minoprio y col., 
1991), y el origen autoinrnune de la fase cronica no ha sido fehacientemente comprobado 
(Kierszenbaum, 1986), algunos de 10s aspectos de la patogenia y el desarrollo de la patologia 
han sido aclarados recientemente. 
1V.A. PATOLOGIA 
Como consecuencia de la invasion parasitaria de diversos tejidos (cardiaco, muscular 
esqueletico, nervioso, etc.) durante la fase aguda y de la respuesta inflamatoria local desenca- 
denada en 10s mismos, se desarrollan alteraciones histologicas progresivas que se manifestaran 
en la clinica y anatomo-patologia como trastornos cardiovasculares, del sistema nervioso 
autonomo y/o del periferico durante la fase cronica de la enfermedad. 
1V.A. 1 .  CORAZON Y SISTEMA CARDIO VASCIJLAR 
Durante el period0 agudo de la infeccion humana o experimental se desarrollan focos 
inflamatorios necroticos en el miocardio (revisado por Andrade y Andrade, 1979). Dichos 
infiltrados se hallan invariablemente asociados a la presencia de parasitos (Molina y 
Kierszenbaum, 1988; Palacios-Prii y col., 1989) o de antigen0 parasitario. Teixeira y Dvorak 
(1985) han demostrado que durante lafase aguda, el parasitismo es mas acentuado en las fibras 
musculares de tipo I, las unicas presentes en el corazon (lawrie, 1952). 
En la infeccion cronica humana, histologicamente se observa fibrosis miocardica pro- 
gresiva, acompafiada por un infiltrado mononuclear (Rosenbaum, 1964; Molina y 
Kierszenbaum, 1 988). En modelos experimentales se ha establecido que la destruccion 
ganglionar (denervacion) de 10s plexos nerviosos autonomos que inervan el corazon, es un 
fenomeno que tiene lugar desde las primeras etapas de la infeccion como consecuencia del 
fenomeno inflamatorio, que ademas compromete 10s nodulos sinusal y auricular, asi como el 
haz de His y sus ramas durante la fase cronica (Molina y col., 1988). La naturaleza focal de 
las lesiones sugiere que parte del comprorniso cardiac0 durante la fase cronica se deberia a 
alteraciones de la microvasculatura (Factor y col., 1985). Como resultado de las modifica- 
ciones estructurales mencionadas, que conducirian a la hipoxia (Rossi y Carobrez, 1985), se 
originaria la necrosis y fibrosis miocardica y se manifestarian las alteraciones fisiologicas 
caracteristicas del corazon chagasico cronico. 
IV. A.2. SISTEMA NERUOSO A llTONClMO 
En la enfermedad de Chagas humana y experimental se observa la despoblacion neuronal 
de 10s ganglios del sistema nervioso autonomo (SNA) desde la fase aguda, tanto en el corazon 
(revisado por Oliveira, 1985) como en el tubo digestivo (revisado por Rezende y Luquetti, 
1994). Estudios experimentales comparando diversas poblaciones de T.cruzi han demostrado 
que no existe correlacion entre la poblacion parasitaria y la severidad del dafio autonomico (de 
Souza y col., 1996). Como consecuencia de la destruccion de 10s plexos intrarnurales (Alcantara, 
1970) de estas visceras se produce la dilatation de las rnismas, que tendra consecuencias clinicas 
que seran analizadas en otro apartado. 
1V.A. 3.  S I S M  NERVIOSO PERIFERICO 
Si bien constituyen una alteracion de menor significacion clinica que las precedentes, las 
lesiones de sistema nervioso periferico son un rasgo frecuente de la infeccion chagasica (revi- 
sad0 por Sica, 1994). Los estudios electrofisiologicos (Sanz y col., 1977; Sanz y col., 1978; 
Sica y col., 1979) y de anatomia patologica (Taratuto y col., 1978; Sica y col., 1979) demues- 
tran la existencia de denervacion de fibras motoras en la enfermedad humana. En el modelo 
murino, la necrosis de las miofibras, la centralizacion nuclear y la presencia de infiltrados 
inflamatorios, son las caracteristicas histologicas mas evidentes en relacion al daiio miopatico 
(Gonzalez Cappa y col., 1987; Losavio y col., 1989). Tambien se observan fenomenos 
neuropaticos en musculo, puestos en evidencia por la presencia de fibras atroficas, 
agrupamiento histoquimico de fibras tip0 II y atrofia aislada o agrupada de miofibras (Gomalez 
Cappa y col., 1987; Molina y col., 1987; Losavio y col., 1989). Como se menciono 
anteriormente, estudios experimentales en un modelo murino de infeccion aguda ha demos- 
trado que las fibras tip0 I (contraccion lenta) presentan un mayor parasitism0 que las tipo 11 
(Teixeira y Dvorak, 1985). En 10s nervios perifericos en modelos experimentales, se observan 
signos de desmielinizacion, degeneracion axonal y remielinizacion (GonzUez Cappa y col.. 
1987; Molina y col., 1987; Losavio y col., 1989). Las alteraciones histologicas mencionadas 
se pueden correlacionar con 10s aspectos clinicos en modelos experimentales y en humanos 
(revisado por Sica y col., 1995), que se discuten brevemente en la siguiente seccion. 
IVB. CLINICA 
Una de las caracteristicas de la enfermedad de Chagas es el desarrollo de una fase aguda, 
raramente letal, que en el humano se manifiesta ocasionalmente con sintomas y signos clinicos 
no patognomonicos (fiebre, eventualmente miocarditis aguda), a excepcion del signo de Romaiia 
(edema bipalpebral unilateral, adenopatia satelite, etc.) y la parasitemia relativamente elevada. 
En general, el curso agudo no reviste diferencias marcadas con otras patologias en las cuales se 
desarrolla un sindrome infeccioso, caracterizado por un cuadro febril, acompaiiado de 
adenopatias, hepatomegalia y esplenomegalia leves o moderadas (revisado por Lugones y col., 
1994). Excepcionalmente en algunos individuos se desarrolla un curso agudo grave, asociado a 
rniocarditis o meningoencefalitis (revisado por Andrade y Andrade, 1993). A la fase aguda 
continua un prolongado period0 de silencio clinic0 y parasitemia indetectable por 10s metodos 
de rutina, conocido como fase indeterminada. En la fase cronica, diez o mas aAos despues del 
inicio de la infeccion, es cuando se manifiestan 10s cuadros clinicos mas severos asociados con 
esta enfermedad, relacionados con las disfbnciones del aparato digestivo, incluyendo disfagias 
y alteraciones del transit0 intestinal (revisado por Rezende y Luquetti, 1994), y del corazon 
(alteraciones de la contractilidad del rniocardio y de la conduccion, cardiomegalia): arritmias, 
dishncion autonomica e insuficiencia cardiaca (revisado por Storino, 1994). 
IV. C. PATOGENIA 
Se han propuesto varias hipotesis para el desarrollo de la patogenia chagasica cronica. 
Ribeiro dos Santos y Hudson (1980) argumentan que la invasion tisular desencadenaria un 
fenomeno inflamatorio que comprometeria tanto las celulas infectadas, como las no infectadas 
adyacentes. En este caso, la progresion de la respuesta inflamatoria y la respuesta frente a 
antigenos autologos seria consecuencia directa de la lisis celular mediada por el parasito y de la 
presencia de sus antigenos, asociados a 10s tejidos infectados. La segunda hipotesis propues- 
ta por Minoprio y col. (1991), seiiala que la infeccion parasitaria originaria un desbalance 
entre poblaciones de linfocitos reguladores de la respuesta inmune, desencadenando una 
respuesta policlonal y el desarrollo de autoinrnunidad, por la supresion de la autotolerancia. 
Por ultimo, diversos autores han determinado la existencia de epitopes comunes al parasito y 
al huesped (Van Voorhis y Eisen, 1989; Mesri y col., 1990) que podrian ser responsables de la 
abrogacion de la tolerancia inmunologica frente a Ags propios (Felix y col., 1993). 
IV. C. 1. MECANISMOS PA TOGENICOS DEPENDIENTES DEL PARAISI TO 
El principal mecanismo patogenico mediado en forrna directa por el parasito es la lisis 
celular de 10s tejidos afectados. La penetracion del parasito en las celulas blanco requiere el 
reconocimiento de ligandos o receptores en las mismas (Kierszenbaum y Stiles, 1985). 
Luego de la multiplication parasitaria y de la lisis de la celula huesped tiene lugar la 
liberacion de antigenos tanto parasitarios como propios al torrente circulatorio. Estos promue- 
ven la formacion local de infiltrados inflamatorios asociados, al menos en principio, a la presencia 
de parasitos o sus antigenos. En este sentido, se ha descrito la asociacion in vitro de antigen0 
parasitario a la membrana plasmatica de celulas de mamifero no infectadas e infectadas asi 
como la destruccion de ambas por poblaciones linfoides (Ribeiro dos Santos y Hudson, 1980; 
Araujo, 1985). 
Si bien no se han descripto toxinas especificas liberadas por T.cruzi, se ha observado que 
acidos grasos insaturados de la membrana celular de tripomastigotes pueden ejercer efecto 
citotoxico sobre celulas de neuroblastoma en cultivo (Asahi y col., 1986). Es probable que la 
destruccion de parasitos en 10s tejidos, mediada por mecanismos inmunologicos, tenga efectos 
secundarios sobre las celulas no infectadas de 10s tejidos invadidos como consecuencia de la 
liberacion de lipidos de la membrana parasitaria. Por otra parte, Kierszenbaum y col. (1990) 
han descrito la existencia de una(s) sustancia(s) de naturaleza proteica(s) de T.cruzi (PM entre 
30 y 100 kDa) que inhibe(n) la expresion del receptor de IL-2. El probable papel de factores 
como 10s mencionados en la patogenia de la enfermedad sera descrito en el siguiente apartado. 
Tanowitz y col. (1 990) observaron en un modelo murino de infeccion aguda por T.cruzi 
y estudiando in vitro celulas endoteliales humanas, que las celulas parasitadas inducian un 
aumento de la agregacion plaquetaria. Esto sugeriria que las alteraciones microvasculares que 
acontecen durante la fase aguda, como consecuencia del parasitism0 endotelial, podrian ser el 
sustrato para las alteraciones observadas durante la fase cronica de la infeccion, incluyendo el 
tromboembolismo (Oliveira y col., 1983). Los cambios mencionados podrian estar vinculados 
con modificaciones en la expresion de moleculas de adhesion, resultantes de la infeccion de 
las celulas endoteliales. En este sentido, D'avila Reis y col. (1 993a) observaron que las celulas 
endoteliales de pacientes con cardiomiopatia chagasica cronica expresan E-selectina, a dife- 
rencia de 10s individuos normales o 10s que se hallan en fase indeterminada, aunque en ese 
trabajo no se hace referencia a moleculas de adhesion plaquetaria (por ejemplo, CD36). 
I V. C .2. MECA NISMOS PA TOGENCOS DEPENDIENTES DE LA RESF' I JE.5' TA 
IhMt  JNE 
La presencia de infiltrados celulares mononucleares de importante magnitud, asociada a 
la escasa o nula presencia de parasitos y antigen0 parasitario en la fase cronica de la enferme- 
dad, indujo a muchos grupos de investigacion a evaluar si la respuesta inmune desencadenada 
por el parasito era, a1 menos en parte, responsable de la patologia observada. En especial, 
Koberle (revisado por Koberle, 1974) plantea como hipotesis que diversos antigenos parasita- 
rios (toxinas) o antigenos liberados luego de la destruction parasitaria mediada por la respuesta 
inmune, originan in situ una respuesta inflamatoria que producen la denervacion del sistema 
nervioso autonomo, dando lugar a las megavisceras (megacolon, megaesofago y cardiomegalia). 
Numerosas lineas de investigacion desarrolladas tuvieron como objetivo determinar de 
que manera la inmunidad humoral o celular estaban involucradas en la patogenia de la enfer- 
medad de Chagas cronica. Las evidencias experimentales mas fbertes a favor de un papel de la 
respuesta inmune humoral en la patogenia provienen de trabajos sobre reactividad de sueros y 
fracciones y-globulinicas humanas de pacientes chagasicos que reconocen estructuras tisulares 
(Cossio y col., 1974; Szarfinan y col., 1977) o de anticuerpos monoclonales murinos y de rata 
que definen epitopes comunes entre el parasito y tejidos del huesped (Wood y col., 1982; 
Snary y col., 1983; Towbin y col., 1987; Paulin y col., 1988). Estos estudios demostraron la 
existencia de reactividad serologica frente a antigenos propios que en muchos casos correspon- 
dian a antigenos altamente conservados en la escala evolutiva (Paulin y col., 1988; Levitus, 
199 1). Si bien 10s estudios experimentales in vivo, la obtencion de anticuerpos monoclonales y 
10s estudios de expresion de secuencias genicas han permitido demostrar la presencia de 
anticuerpos autorreactivos y de epitopes comunes (Van Voorhis y Eisen, 1989; Van Voorhis 
WC y col., 1991 ; Levin y col., 1989; Mesri y col., 1990), hasta el presente ninguna investiga- 
cion ha permitido probar que, in vivo, 10s anticuerpos esten relacionados con mecanismos 
efectores del daHo. 
Una explication plausible de la amplia autorreactividad observada en la respuesta humoral, 
comprobada en modelos murinos, es la existencia de activacion policlonal que afecta a 10s 
linfocitos B (D'Imperio Lima y col., 1985; Minoprio y col., 1986a; Minoprio y col., 1989) y 
que se extiende hasta la fase cronica (D'Imperio Lima y col., 1986). Ademas se observo que la 
respuesta policlonal abarca a 10s linfocitos T (Minoprio y col., 1986a; Minoprio y col., 1986b). 
Por otra parte, linfocitos T CD4 serian 10s responsables de la activacion policlonal B y T que se 
manifiesta durante la infeccion (Minoprio y col., 1987). La activacion policlonal B se mani- 
fiesta por la expansion de clones B que secretan IgGl, IgG2a e IgG2b (D'Imperio Lima y 
col., 1985). Es importante recordar que estos isotipos no son predominantes en la infeccion 
humana, si bien la IgG2 puede permanecer elevada por periodos prolongados (Israelski y col. 
1988). 
S e b n  Minoprio (1991), en el modelo murino la desregulacion del sistema inmunologico, 
una de cuyas expresiones es la activacion policlonal, estaria asociada a una respuesta de tipo 
Th2. Esta expansion incluye linfocitos B CD5+ y T CD4- CD8- (Minoprio y col., 1989), que 
han sido involucrados en patologias autoinmunes mediadas por Ac (revisado por Smith y 
Steinberg, 1983). Esta poblacion de linfocitos B secreta IL-10 (O'Garra y col., 1992), citoquina 
que inhibe la activacion de linfocitos Th1 (Fiorentino y col., 1991) 10s que secretan citoquinas 
activadoras de la inrnunidad celular (Mossman y col., 1986). 
Otros aspectos de la desregulacion de la respuesta inrnune durante la infeccion por T.cruzi 
estan relacionados con las alteraciones en la produccion de citoquinas. En 10s seres humanos 
(Teixeira y col., 1978; Cetron y col., 1993) y en diversos modelos murinos de enfermedad de 
Chagas (Cunningham y col., 1978; Liew y col., 1987) se ha detectado inmunosupresion, tanto 
especifica como a antigenos no parasitarios, durante la fase aguda (revisado por Sztein y 
Kierszenbaum, 1993). Estudios experimentales en este ultimo modelo han demostrado que 
parte de este fenomeno esta relacionado con la disminucion de 10s niveles de IL-2 (Harel- 
Bellan y col., 1985; Tarleton, 1988a, 1988b), o de la expresion de su receptor (IL-2R) (Beltz y 
col., 1988; Kierszenbaum y col., 1989; Sztein y col., 1990). Estos resultados son coincidentes 
con la inrnunodepresion aunque no serian la unica explicacion del fenomeno, ni de las diferencias 
en susceptibilidad de las distintas lineas de ratones. Como se menciono previamente, diversos 
autores han sugerido que en las distintas asociaciones linea de ratonlcepa de parasito, el desarrollo 
de la infeccion esta vinculado con la constitucion genetica del huesped (Trischrnann y col., 
1978; Wrightsman y col., 1982; Trischmann y Bloom, 1982). Estudios recientes, sobre 
produccion de citoquinas por distintas lineas de ratones, durante la infeccion por T.cruzi, muestran 
resultados discordantes al respecto. En efecto, por una parte Eski y col. (1996) realizaron 
ensayos sobre la produccion in vitro de citoquinas por celulas linfoides de ratones infectados 
que mostraron correlacion positiva entre el haplotipo resistente (H-29) y la produccion de IL-2 
e IFN-y, citoquinas producidas durante una respuesta Thl; el mismo tip0 de correlacion se 
observo entre la produccion de IL-4 (citoquina producida durante una respuesta Th2) y el 
haplotipo susceptible (H-2k), en tanto la produccion de IL- 10 correlacionaba inversamente con 
la produccion de IFN-y. Ademas, el mismo estudio mostroque la cinetica de produccion de las 
citoquinas dependia del cornpartimento linfoide considerado (bazo o ganglios linfaticos). 
Por el contrario, un estudio de caracterizacion in sit11 de la cinetica de produccion de citoquinas 
de tipo Thl (IL-2 e IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5 e IL-lo), proinflamatorias (TNF-a, IL- I a e IL-6) 
y reguladoras (TGF-B), y del fenotipo celular involucrado en la misma, empleando modelos 
murinos resistentes y susceptibles, demostro que no existian diferencias en la produccion de 
citoquinas de ambos tipos a excepcion del tiempo de aparicion de dichas celulas en el bazo; en 
10s ratones susceptibles, las citoquinas Thl aparecian solo un poco mas tarde que en 10s 
resistentes, per0 manifestaban la aparicion mas precoz de TNF-a (Zhang y Tarleton, 1996). 
Esta citoquina proinflamatoria ha sido involucrada en la caquexia que manifiestan 10s ratones 
susceptibles a la infeccion antes de su muerte (Starobinas y col., 1991). 
En general existe acuerdo entre 10s investigadores en cuanto al papel que 10s linfocitos T 
CD4 tienen en el desarrollo de la patologia en 10s modelos experimentales de la enfermedad de 
Chagas. En 10s estudios in vivo, empleando modelos murinos, se ha demostrado que estas 
celulas originan lesiones mediante mecanismos de hipersensibilidad retardada en tejido ner- 
vioso (Said y col., 1985; Hontebeyrie-Joskowicz y col., 1987) y cardiaco (Ribeiro dos Santos 
y col., 1992). El tratamiento con anticuerpos monoclonales fiente a esta poblacion celular 
disminuye la intensidad de la respuesta inflamatoria cardiaca (Russo y col., 1988). 
Por el contrario, el papel de 10s linfocitos T CD8 en la patogenia aun no esta totalmente 
esclarecido. Recientemente se ha comunicado que estas celulas predominan en las lesiones 
inflamatorias cardiacas en la infeccion aguda humana y experimental (Sun y Tarleton, 1993). 
Como se menciono en la Seccion III.B.2.d, el concept0 actual es que estas celulas estan 
involucradas en la destruction de celulas parasitadas limitando la diseminacion de 10s parasitos 
en 10s tejidos. De hecho, en estudios realizados por Tarleton y col. (1 992), 10s autores observaron 
que la disminucion de la carga parasitaria en 10s tejidos estudiados (musculo esqueletico y 
cardiaco) precede a la disminucion de la frecuencia de linfocitos T CD8 en el infiltrado. 
OBJETIVOS 
GENERALES 
Analizar 10s mecanismos de dafio tisular, en un modelo murino de neuropatia periferica 
asociada a la enfermedad de Chagas y su dependencia con respecto a la poblacion parasitaria. 
ESPECIFICOS 
. Analizar el curso de las alteraciones electrofisiologicas e histopatologicas del sistema 
nervioso periferico (SNP), producidas en ratones infectados por poblaciones de Zcrttzi 
con caracteristicas biologicas marcadamente diferentes: CA-I (y el clon K-98), miotropica 
y habitualmente no letal para el raton, y RA, reticulotropicalpantropica y habitualmente 
letal. 
A 10s fines de este trabajo de investigacion se convino en considerar S N P  a la unidad 
formada por musculo isquiotibial, nervio ciatico y medula espinal dorsolumbar. 
2. Establecer el fenotipo de las poblaciones celulares en las lesiones inflamatorias del SNP 
producidas durante la infection. 
3.  Determinar la presencia de componentes de la respuesta inrnune humoral y de antigen0 
parasitario en las lesiones. 
4. Evaluar la respuesta proliferativa de subpoblaciones de linfocitos T de ratones infecta- 
dos con T.cruzi, frente a 10s tejidos nervioso y muscular. 
5. Evaluar la capacidad de las subpoblaciones de linfocitos T para producir patologia 
neuromuscular. 
DISERO EXPERIMENTAL 
Se realizaron estudios en ratones endocriados C3H/HeN, con el fin de establecer si 
existian diferencias en las caracteristicas de las lesiones provocadas por dos cepas de Tcrzlzi 
que difieren en virulencia, tropism0 e inmunogenicidad. 
Establecidas las caracteristicas electrofisiologicas e histologicas de la progresion de 
las lesiones en ratones endocriados infectados con las dos cepas, se analizo el fenotipo de 10s 
infiltrados inflamatorios, mediante la caracterizacion de las poblaciones celulares 
inmunocompetentes y de 10s componentes humorales presentes en 10s tejidos afectados du- 
rante las fases aguda y cronica de la infection. 
Con el objeto de establecer si 10s hallazgos in vivo se debian, a1 menos en parte, a 
mecanismos especificos de autorreactividad, se determino la respuesta proliferativa de las 
subpoblacionees de linfocitos T de ratones infectados, frente a antigenos de SNP. 
Establecida la existencia de la misma se determino la responsabilidad de las 
subpoblaciones de linfocitos T cooperadores/inductores y citotoxicos de ratones infectados. 
en la induccion de lesiones en SNP. 
MATERIALES Y METODOS 
I. GENERALES 
Los materiales y la metodologia descritos en esta seccion se emplearon en todos 10s estudios 
realizados, salvo que se indique lo contrario especificamente. 
I.A. ANIMALES 
Para 10s estudios que se describen en esta Tesis se emplearon ratones C3WHeN endocriados, 
machos de 2 1-25 dias o 4-6 semanas de edad dependiendo del experimento, que se mantuvieron 
en grupos de 4 a 6 animales por jaula proveykndoles agua y aliment0 balanceado aul libit~rrn, salvo 
indicacion. Para el mantenimiento de las cepas de T.cruzi en nuestro laboratorio se usan ratones 
Rockland exocriados, machos de 21 a 25 dias de edad. 
I.B. MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS DE T.CRUZ1: 
La cepa CA-I, aislada de un paciente con rniocardiopatia chaghsica cronica (Gonzalez Cappa 
y col., 1980), se mantiene habitualmente por pasaje cada 30-45 dias, mediante inoculacion por via 
intraperitoneal (ip) de 2x105 tripomastigotes sanguineos (TS). El clon K-98, obtenido de la anterior 
y con las mismas caracteristicas biologicas que la cepa (Celentano y Gonzalez Cappa, 1992) se 
mantiene en iguales condiciones. La cepa RA, aislada de un caso agudo de enfermedad de Chagas 
(Gonzalez Cappa y col., 198 l), es mantenida por pasaje semanal, mediante inoculacion de 2x 1 O5 
por via ip. 
Como rutina en nuestro laboratorio para 10s pasajes se sacrifican 10s ratones mediante anes- 
tesia con eter etilico y se obtiene sangre por puncion cardiaca en condiciones de esterilidad. La 
sangre se diluye en solucion salina tarnponada con fosfatos pH 7,2 (PBS) conteniendo 1 o 5% de 
suero homologo inactivado para proteger 10s parhitos ante altas diluciones de la sangre (Muller y 
Gonzhlez Cappa, 1985), para su inoculacion en ratones para pasaje o experirnentacion. 
I.C. INFECCION DE LOS RATONES EXPERIMENTALES 
Para 10s estudios realizados durante el curso de la infeccion se inocularon por via ip 5x 1 O4 TS 
de la cepa CA-I y 50-100 TS de la cepa RA. La utilizacion de estas dosis se bas0 en estudios 
previos sobre desarrollo de la respuesta inrnune a la infeccion. Las dosis empleadas heron aquellas 
capaces de desencadenar la mayor respuesta inmune humoral, medida como anticuerpos liticos 
(Miiler y col., 1986) y neutralizantes (Shchez y G o d e z  Cappa, 1983; Muller y Gonzdez Cappa, 
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1987). Para 10s estudios de proliferacion Mocitaria y de transferencia pasiva de patologia mediada 
por linfocitos T se emplearon 10s inoculos sefialados mas arriba. 
I.D. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LA PARASITEMIA 
En el caso de la cepa CA-I y el clon K-98 se determino la presencia de parasitos en sangre 
perifica mediante microhematocrito (MHT, Freilij y col., 1983) o por recuento con hemocitometro 
a 10s 15, 120 y 270 dias post-infeccion (pi). En el caso de la cepa RA se realizaron 10s mismos 
estudios a 10s 4,7, 15, 120 y 270 dias pi. 
I.E. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO 
Con el fin de obtener ratones cronicamente infectados con la cepa RA, altamente letal, se 
trataron ratones infectados y controles con dos dosis de benznidazol de 1 mglg peso corporal, a 10s 
4 y 10 dias pi. Con este esquema 10s ratones no curan per0 disminuye la parasiternia, logrimdose la 
sobrevida del95-100% de 10s animales. Como controles farmacologicos se emplearon ratones no 
infectados tratados con el mismo esquema terapeutico. 
II. ESTUDIOS ELECTROMIOGRAFICOS (EMG) 
Con el fin de establecer si existia al@n tipo de correlation entre las alteraciones fisiologicas e 
histologicas que se desarrollan a nivel neuromuscular durante la infeccion se realizaron estudios 
electrofisiologicos in vivo. 
Para ello se estudiaron 10s siguientes grupos experimentales: 
1) Ratones infectados con ambas poblaciones parasitarias. 
2) Ratones no infectados (controles). 
Los EMG se efectuaron con un electromiografo Akonic 408 provisto de un electrodo 
de registro tipo aguja coaxial Akonic 60AC02 que se insert0 en el musculo isquiotibial iz- 
quierdo, con el fin de analizar las caracteristicas de 10s potenciales de unidad motora (PUM). 
Los datos heron almacenados en un osciloscopio AT1 801. Los PUM se alimentaron a traves 
de un amplificador con una relacion seiial a ruido elevada. 
Se registraron la amplitud, duracion y numero de fases de 10s PUM, que aportan datos 
sobre el tamafio de la unidad motora (signos de remodelacion), y la actividad espontanea en 
reposo (fibrilacion y ondas positivas), que es evidencia de denervacion. El patron interferencial de 
la actividad voluntaria fie registrado luego de estimular el musculo apretando suavemente el extre- 
mo distal de la pata. Un patron de interferencia completo indica integridad en la unidad motora 
(Gonzalez Cappa y col., 1987). 
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m. ESTUDIOS HISTOLOGICOS E INMUNOISTOQUIMICOS 
1II.A. OBTENCION Y PRESERVACION DE LAS MUESTRAS DE TEJlDO 
Muestras de musculo isquiotibial, nervio ciatico y medula espinal se obtuvieron a partir de 10s 
grupos seiialados en la seccion anterior, a distintos tiempos post-infection (pi) o post-transferencia 
(pt). Estos tiempos keron seleccionados a partir de un estudio longitudinal de infection con la cepa 
CA-I (Losavio y col., 1989). En el caso de musculo, para evitar la vacuolizacion celular, el tejido 
k e  rapidamente transferido a una capsula de Petri conteniendo talco y, en forma inmediata luego de 
eliminar el excedente de polvo, se procedio a congelar el material. Las muestras se congelaron 
directamente en N2 liquid0 (musculo) o en isopentano preenfriado en N2 liquid0 (nervio ciatico y 
medula espinal). El material congelado se alrnaceno en nitrogen0 liquid0 hasta su preparacion para 
10s estudios histologicos e inmunohistoquirnicos. 
1II.B. ESTUDIOS HISTOLOGICOS 
Las muestras congeladas se cortaron con criostato (IEC, Damon, USA) en secciones de 4- 
6 pm y fberon fijadas en form01 10% o Bouin. Las secciones heron teiiidas con hematoxilina de 
Mayer-eosina (H&E). 
Los infiltrados se cuantificaron empleando un analizador de imagenes Zidas (Zeiss) y se 
clasificaron de acuerdo a la siguiente escala: a) leves, infiltrados focales ocupando una super- 
ficie de 10s campos del preparado menor que el 25%; b) moderados, infiltrados nodulares no 
coalescentes, comprometiendo 25 - 50% de la superficie y c) intensos, infiltrados nodulares 
coalescentes comprometiendo mas del 50% de la superficie. 
1II.C. ESTUDIOS INMUNOHISTOOUIMICOS (IHO) 
Se cortaron secciones de 4-6 pm con criostato que se fijaron por inmersion en acetona a 
4°C durante 10 rnin. Los cortes se preservaron a -20°C (por un tiempo no mayor de una semana) 
o a -70°C (hasta dos meses) hasta la realization de las pruebas MQ. Para estas las secciones se 
descongelaron, se secaron a1 aire y se rehidrataron en PBS (0,137 M ClNa; 2,7 mM CIK; 8 mM 
P04HNa,, 15 mM P04H2Na) o en Tris salino (0,15 M ClNa en 0,05 M Tris, pH 7,4; TBS) 
durante 5 rnin. A partir de ese momento se evito que las secciones se secaran, manteniendolas en 
h a r a  humeda. 
Con el fin de analizar la cornposicion celular de 10s infiltrados inflamatorios, detectar deposi- 
tos de proteinas sericas (inmunoglobulinas ylo complemento) y establecer la presencia de parasitos 
o Ag parasitario, se emplearon las tecnicas de inmunofluorescencia directa (IFD) 6 indirecta (IFI) 
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(Johnson y col., 1978) o de avidina marcada con peroxidasa (LAB, por ((labelled avidinlbiotim)) 
(Guesdon y col., 1979; Kurstak, 1986). 
1II.C. 1. AN77C'IIERPOS Y COMJGADOS EMPLEADOS EN IHQ 
1II.C. 1 .a. Inmunofluorescencia: Para la realizacion de esta tecnica se usaron 10s siguientes 
anticuerpos: 
i. Anticuerpos Primaries 
1. IgG policlonal de cabra anti-IgM Fc de raton, purificada por afinidad, marcada con isotiocianato 
de fluoresceina (FITC-anti-IgM) (Cappel Labs., Inc., Cochranville, PA 6 Sigma Chemical Co., St. 
Louis, MO). 
2. IgG policlonal de cabra anti-IgG Fc de raton, purificada por afinidad, marcada con FITC 
(FITC-anti-IgG) (Cappel o Sigma). 
3. IgG policlonal de cabra antLC3 de raton, purificada por afinidad, marcada con FITC 
(FITC-anti-C3) (Cappel). 
4. IgG2b monoclonal de rata anti-CDl l b  (receptor para C3b en macrofagos y leucocitos 
polimorfonucleares, PMN) de raton purificada por afinidad (anti-CDl lb) (Sera-Lab, Ltd., 
Crawley Down, Sussex). 
5. IgG2b monoclonal de rata anti-Thyl.2 (receptor pan-T) de raton purificada por afinidad 
(anti-Thy) (Becton-Dickinson, Mountain View, CA). 
6. IgG2a monoclonal de rata anti-CD8 (linfocitos T citotoxicos, TC) de raton purificada 
por afinidad (anti-CD8) (Becton-Dickinson). 
7. IgG2b monoclonal de rata anti-CD4 (linfocitos T cooperadores, TH) de raton purifica- 
da por afinidad (anti-CD4) (Becton-Dickinson). 
8. IgG de policlonal de conejo anti-Tcruzi (anti-Tc) obtenida en nuestro laboratorio, por 
infection de conejos, y purificada por mediante cromatografia de intercambio ionico (Baumstark 
y col, 1964). Este Ac detecta todos 10s estadios parasitarios de las cepas empleadas en esta Tesis. 
ii. Anticuerpos Secunhios  
1. IgG policlonal de cabra anti-IgG Fc de rata, purificada por afinidad, marcada con FITC 
(FITC-anti-rata) (Sigma 6 Zymed Labs., Inc., San Francisco, CA). 
2. IgG policlonal de cabra anti-IgG Fc de conejo, purificada por afinidad, marcada con 
FITC (FITC-anti-conejo) (Sigma). 
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1II.C. 1 .b. BiotindAvidina-Peroxidasa (BAP): Cuando se utilizo esta tecnica se emplearon 
10s siguientes reactivos: 
i. Anticzrerpos Primarios 
. IgG policlonal de cabra anti-IgM Fc de raton (anti-IgM) purificada por afinidad (Sigma). 
2.  IgG policlonal de cabra anti-IgG Fc de raton (anti-IgG) purificada por afinidad (Sigma) 
3.  IgG policlonal de conejo anti-asialo-GM1 (celulasNK) (Wako Chemicals Inc., Dallas, Texas). 
4. IgG2b monoclonal de rata anti-CDllb (receptor para C3b en macrofagos y leucocitos 
polirnorfonucleares, PMN) de raton purificada por &dad (anti-CD 1 1 b) (Sera-Lab, Ltd., Crawley 
Down, Sussex). 
5. IgG2b monoclonal de rata anti-Thy1.2 (receptor pan-T) de raton purificada por afinidad 
(anti-Thy) (Becton-Dickinson). 
6. IgG2a monoclonal de rata anti-CD8 (linfocitos T citotoxicos, Tc) de raton purificada por 
afinidad (anti-CD8) (Becton-Dickinson). 
7. IgG2b monoclonal de rata anti-CD4 (linfocitos T cooperadores, Th) de raton purificada por 
afinidad (anti-CD4) (Becton-Dickinson). 
8. IgG de policlonal de conejo anti-Tcruzi (anti-Tc) obtenida en nuestro laboratorio, por infec- 
cion de conejos con la cepa RA, y purificada por mediante cromatografia de intercambio 
anionic0 (Baumstark y col, 1 964). 
ii. Anticuerpos Secundarios 
1. IgG de cabra anti-IgG Fc de rata, purificada por afinidad, marcada con biotina (biotinil-anti- 
rata) (Sigma). 
2. IgG de conejo anti-IgG Fc de cabra, purificada por afinidad, marcada con biotina (biotinil- 
anti-cabra) (Sigma). 
3.  IgG de cabra anti-IgG Fc de conejo, purificada por afinidad, marcada con biotina (biotinil- 
anti-conejo) (Sigma). 
iii . Conjugado Enziinatico 
Se empleo Avidindstreptavidina-Peroxidasa (Extravidina, Sigma). 
1II.C. 1 .c. Titulacion de 10s Ac y del con-iugado enzimatico: La dilucion optima de 10s 
anticuerpos, para marcadores de poblaciones de dlulas mononucleares, se establecio empleando 
cortes de bazo y ganglio linfatico de raton normal, realizados en criostato. Las diluciones empleadas 
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en la titulacion heron: 1 : 10, 1 :20, 1 :40, 1 :80 y 1: 160 para IF, y 1 50, 1 : 100, 1 :200, 1 :400 y 1 :600 
para BAP. 
La dilucion optima de la IgG anti-Tc se determino sobre cortes musculo de ratones con 
infeccion aguda, conteniendo amastigotes detectados mediante H&E. Las diluciones emplea- 
das en la titulacion heron: 1 : 10,1:25, 1 :50,1: 100 y 1 :200. 
En el caso de metodos indirectos (IF1 y BAP) se empleo un esquema de panel cruzado para 
determinar la combinacion de diluciones optimas de Ac primario y secundario. Un esquema similar 
se empleo para deterrninar la dilucion optima de conjugado enzimatico. 
En todos 10s casos 10s Ac se diluyeron PBS o TBS conteniendo 5% de suero normal homo1ogo 
a1 conjugado. Las diluciones de conjugado enzirnatico se diluyeron en TBS o PBS sin suero. 
Las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente (20-25°C) durante 30 min, salvo 
indicacion. Luego de cada incubacion con 10s Ac especificos se realizaron tres lavados de 5 
rnin en PBS o TBS, para elirninar el Ac excedente. 
Los Ac fueron aplicados a las muestras en las secuencias que se detallana continuacion. 
III.C.2.a. Inmunofluorescencia directa 
i. Suero normal homologo a1 conjugado (bloqueo de la marcacion inespecifica). 
ii. FITC-anti-IgM 6 FITC-anti-IgG, en oscuridad (Detection de linfocitos B o depositos 
de inmunoglobulinas). 
iii. Montaje en Tris-glicerol 1 ON, pH 8,6. 
III.C.2. b. Inmunofluorescencia indirecta 
i. Suero normal homologo a1 conjugado (bloqueo de la marcacion inespecifica). 
ii. Ac primario (desarrollado en rata o conejo): especifico para las distintas poblaciones 
celulares. 
iii. Ac secundario: FITC-anti-rata o FITC-anti-conejo. 
nl Montaje en Tris-ghcerol lo%, pH 8,6. 
Fenilhidrazina.HC1 1 % en TBS, 60 min a 37°C (bloqueo de peroxidasa endogena). Lavado 
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(PBS o TBS, 3 cambios de 5 min). 
ii. Suero normal homologo a1 conjugado (Bloqueo de la marcacion inespecifica). 
iii. Ac prirnario: especifico para las distintas poblaciones celulares. En algunos experimentos h e  
incubado 1 6- 1 8 horas a 4°C. 
k. Ac secundario: Ac biotinilado anti- Ac prirnario. 
\r. Extravidina-Peroxidasa. 
vi. Revelador: 3,3',4,4'-diaminiobenzidina.4HCI (DAB) 0,s mglrnl en TBS conteniendo 0,O 1 % 
%02 (sustrato) en oscuridad. El desarrollo de color se control6 mediante observation microscopi- 
ca breve y esporadica hasta marcacion optima. Luego del revelado se detuvo la reaccion lavando el 
sustrato mediante inrnersion en agua destilada. 
vii. Deshidratacion progresiva en alcoholes y xileno y montaje final con balsam0 de Canada. 
En algunos casos se realizo contracoloracion con H&E o eosina solamente, antes de la deshi- 
dratacion y el montaje. 
III.C.3. CIJANTIFICACION DE LAS POBLACIONES CELULARES 
El recuento de las celulas inflarnatorias se realizo mediante dos metodos, dependiendo de la 
tecnica de inmunomarcacion empleada. En el caso de marcacion mediante inmunofluorescencia se 
us6 un ocular reticulado, determinando la cantidad de cdulas marcadas en 10s tejidos estudiados, 
analizando 100 campos. Cuando el metodo empleado h e  biotina avidina-peroxidasa, se emplea- 
ron analizadores de imagenes Zidas o Vidas (Carl Zeiss). En este ultimo caso se analizaron treinta 
campos de cuatro secciones diferentes no seriadas y por lo menos 1000 celulas en total en cada 
tejido estudiado. 
IV. ESTUDIOS DE INFECCION CON BAJAS DOSIS DE PARASITOS 
Con el fin de definir la cinetica de produccion de lesiones con bajas dosis de parasitos. se 
inocularon lotes de ratones de 2 1-25 dias de edad, con 10, 1 x lo2, 1 x 1 O3 y 1 x 1 O4 tripomastigotes 
de una u otra cepa de Tcruzi, por via iv. Se eligio esta via ya que seria la empleada en 10s 
estudios de transferencia pasiva de subpoblaciones de linfocitos T. En estos ratones se deter- 
mino la parasitemia mediante microhematocrito o lectura en hemocitometro, y se realizaron 
estudios histologicos con el fin de detectar 10s cambios histopatologicos. El seguimiento 
parasitologico se efectuo entre 10s 4 y 30 dias pi y se obtuvieron muestras de musculo isquiotibial, 
nervio ciatico y medula espinal para la realizacion de 10s estudios histologicos, y suero para la 
realizacion de estudios serologicos (IF1 y AD) en ese lapso. 
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V. ESPECIFICIDAD ANTIGENICA DE LAS SUBPOBLACIONES DE 
LINFOCITOS T 
Con el fin de determinar 10s antigenos tisulares reconocidos por las subpoblaciones de linfocitos 
T CD4 y CD8 de ratones infectados con una u otra cepa de Tcruzi, se purificaron dichas 
subpoblaciones y se determino la especificidad estos linfocitos frente a concentraciones optirnas de 
antigen0 que esiiulaban la incorporacion de timidina tritiada (3H-TdR) al ADN. 
V.A. PURIFICACION DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T 
V. A. 1. OBTENCION DE CEL ULAS MONCINUCLEARES 
El bazo y 10s ganglios 1inf"aticos popliteos, axilares e inguinales se extrajeron en condiciones 
de esterilidad, de ratones C3WHeN normales o infectados cronicamente con el clon K-98 de CA- 
I o con la cepa RA. Los organos se colocaron en placas de Petri sobre bafio de hielo, conteniendo 
medio RPMl 1640 adicionado de 10% de suero fetal bovino, antibioticos (gentamicina 50 pdml y 
penicilina 100 W m l )  y bicarbonato de sodio, pH 7,2 (RPMT). Mediante un homogeneizador de 
vidrio previamente enfiiado a 4°C se obtuvo una suspension celular que h e  filtrada a traves de gasa 
esteril para quitar 10s restos de capsulas de tejido conectivo y debris celular. La suspension de 
celulas aisladas se centrifbgo a 200xg durante 10 rnin a 4°C. Se elimino el sobrenadante y el sedi- 
mento se trato con solucion de lisis de eritrocitos (buffer Tris.ClH 0,05 M, conteniendo 0,83% 
ClNH4, pH 7,2) durante 10 rnin a 20°C. Los leucocitos se diluyeron inmediatamente en RPMI a 
4°C y se lavaron dos veces por centrihgacion a 200xg durante 10 min a 4°C. Las condiciones de 
lavado de las celulas en todos 10s procedimientos posteriores, heron las aqui enunciadas, salvo que 
se especifiquen otras. Para detenninar la concentracion y viabilidad celular se realizo el recuento de 
leucocitos en camara de Neubauer, en una alicuota incubada 1 min en presencia de Azul Trypan 
0,33% en PBS (concentracion final). Este procedimiento se repitio en todos 10s pasos de purifica- 
cion hasta la obtencion del fenotipo celular deseado. 
V. A. 2. DEPLECION DE MA CROFA GOS 
Los macrofagos se elirninaron mediante la tknica de Mishell y col. (1980) 6 mediante adhe- 
rencia a superficies de plastic0 o vidrio (Walker, 198 1). En el primer caso, las suspensiones celula- 
res se ajustaron a 5x1 O7 celulaslml y se sembraron 4 a 5 ml en una jeringa de 50- 60 ml conteniendo 
30-35 ml de Sephadex G-10 equilibrado en RPMI. Luego que todas las celulas ingresaran a1 lecho 
del gel se comenzo a agregar PBS conteniendo 5% de albumina sQica bovina (ASB) en alicuotas 
de 2 ml. El flujo se mantuvo a 1 mVrnin durante todo el procedimiento. Cuando la fraccion celular 
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alcanzo el extremo inferior de la colurnna, se recogieron 20 ml de la suspension sobre hielo. La 
suspension celular eluida de la columna (linfocitos) se centrihgo a 200xg durante 10 min y se 
resuspendio en RPMl a una concentracion de 2x 1 O7 celulas/ml. En el caso de la elimination de 
macrofagos por adhesion a superficies, las suspensiones de cdulas mononucleares se incubaron 
dos veces durante 45 rnin a 37OC en atmosfera de 5% CO,. 
Las celulas no adherentes a1 Sephadex o a las superficies plasticas o vitreas (linfocitos) 
se analizaron para evaluar la contamination con macrofagos. 
V.A.3. ANALZSZS LIE LAS CELlJLAS NO-ADHERENTES 
El porcentaje de macrofagos contaminantes en la suspension de linfocitos se determino ana- 
lizando mediante IF1 la presencia de celulas CDl l b+. Una alicuota de la suspension, conteniendo 
2x106 celulas, se incubo en bafio de hielo durante 30 min con anti-CDl lb  en la dilucion optima 
como Ac primario. Como diluyente se emplei, PBS conteniendo 1% ASB y O,1% de N3Na (PBS- 
N3Na), en un volumen final de 1 ml. Luego de lavar las cdulas para eliminar el exceso de Ac, las 
mismas se incubaron en bail0 de hielo con FITC-anti-rata (Sigma) diluido en PBS-N3Na, como Ac 
secundario. El exceso de FITC-anti-rata se elirnino mediante dos lavados. El porcentaje de celulas 
CD 1 1 b+ (macrofagos) se determino mediante observacion en un microscopio de fluorescencia Zeiss 
modelo Standard provisto de un condensador para epifluorescencia modelo IV FI epi, filtros 
excitadores de 450 nm (LP450) y 490 nm (KP490), divisor cromatico de 5 10nm (FT 5 10) y filtro 
emisor de 520 nm (LP 520). 
V.A.4. DEPLECZON DE LZNFOCITOS B 
Placas de Petri plasticas esteriles de grado bacteriologico heron sensibilizadas con Ac de 
cabra anti-inmunoglobulina (anti-Ig) de raton. Con este fin 10 ml de anti-Ig (1 0 pglrnl en buffer 
CO,Na,/CO,HNa 0,05 M, pH 93) se colocaron en las placas y se incubaron 24 horas a 4°C 
sobre una superficie plana perfectamente nivelada. Luego de la sensibilizacion el liquid0 se removio 
esterilrnente, conse~andose a 4°C para su reutilizacion (hasta 2 veces). El exceso de Ac se elirnino 
mediante tres lavados con PBS-N3Na. La suspension de linfocitos se ajusto a una concentracion de 
2x1 O6 &lulas/ml y se incubo en las placas durante 30 min a 4°C. El volumen m&mo empleado h e  
de 10 dp laca  (2x1 O7 cdulas). Las celulas no adherentes, enriquecidas en linfocitos T, se recolec- 
taron para su posterior andisis y fiaccionamiento. 
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V. A. 5. ANALISIS DE LA EFICIENCIA DE DEPLECION DE LINFO( :I TOS H 
El fenotipo de las cdulas no adherentes se confirm6 mediante IF1 empleando un AcM de rata 
contra un marcador pan-T de raton (Thyl.2) como Ac primario y FITC-anti-rata como Ac secun- 
dario. Las celulas no adherentes (Ig-) se analizaron mediante IFD con Ac anti-IgM y anti-IgG de 
raton para determinar la contamination con linfocitos B contaminantes. 
V. A. 6. SELECCION DE L T C:OOPERADORES (CD4+) Y L T CI TO TIIXIC'Os (CIA9 +) 
La suspension celular enriquecida en LT se ajusto a 2x10' celulas/ml. Para purificar las 
subpoblaciones se empleo indistintamente seleccion positiva o negativa, como se indica a continua- 
aim: 
a) Los linfocitos T se incubaron durante 30 rnin sobre baiio de hielo, en presencia de AcMo de rata 
contra CD8 6 CD4 (Becton-Dickinson), a una concentracion de 2,5 pg/ml. Alternativamente se 
emplearon diluciones optimas de 10s sobrenadantes de 10s hibridomas de rata 53-6.72, que secreta 
IgG2a especifica para todos 10s alelos de CD8 (TIB 105, American Type Culure Collection, N C C )  
y GK1.5, que secreta IgG2b especifica para L3T4 (CD4) (TJB 207, ATCC). Las diluciones optirnas 
de 10s sobrenadantes de 10s hibridomas se establecieron previamente sobre suspensiones de celulas 
totales viables de bazo y ganglio, libres de eritrocitos). 
b) Luego de lavar las celulas para elirninar el exceso de AcMo, se sembraron sobre placas de Petri 
plasticas sensibilizadas 24 horas antes con Ac de cabra anti-IgG de rata (1 0 pglml), de manera 
similar a lo indicado para la elirninacion de linfocitos B. 
c) En 10s protocolos de seleccion negativa las celulas no adherentes se lavaron y ajustaron a 1 x 1 OX 
celulaslml en RPMI, empleirndose para estudios de transferencia pasiva. 
d) Para recolectar las cClulas adherentes (seleccion positiva) se agrego a las placas de Petri PBS 
conteniendo 1% ASB, y se incubaron a 37°C (5% CO,) durante 30 min. Luego, las celulas se 
desprendieron mediante pipeteo suave. 
e) Las celulas recolectadas se lavaron en RPMI y ajustaron a 1x10' celulaslml en RPMI emplean- 
dose para estudios de transferencia pasiva. 
V. A. 7. ANALISIS DEL FENOTIPO SELECCIONADO 
El fenotipo de las celulas adherentes y no adherentes se determino mediante IF1 empleando 
antLCD8 o anti-CD4 purificados por afinjdad (Becton-Dickinson) como Ac primarios y FITC- 
anti-rata como Ac secundario. 
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V.B. ESTUDIOS DE PROLIFERACION LINFOCITARIA FRENTE A AUTO- 
ANTIGENOS 
V.B. 1.7IYIDOS 
Dado que la intention era establecer si en nuestro modelo existen fenomenos de autoinmunidad 
asociados a las lesiones neuromusculares observadas durante la infection, se decidio seleccionar 
tejido muscular y nervioso como Ag en 10s ensayos de proliferacion. 
V.B. 1 .a. Obtencion de Antinenos - (A@: Se prepararon fracciones solubles totales de musculo 
esqueletico, nervio ciatico y medula espinal de ratones C3WHeN normales. 
Los tejidos obtenidos en condiciones asepticas heron colocados sobre bafio de hielo en 
capsulas de Petri conteniendo PBS, cortados en pequeiios fiagmentos con bisturi, y lavados por 
decantacion para eliminar 10s restos de sangre. Los tejidos se homogeneizaron empleando un 
homogeneizador electric0 (Virtis). El material obtenido se sometio a 10 ciclos de congelacion/ 
descongelacion, luego de lo cuai el debris tisular se separo de la fraccion soluble mediante 
centrifbgacion a 5000 x g durante 15 min. En algunas ocasiones se empleo sonicacion en lugar de 
congelacion~descongelacion (10 ciclos a 60 Hz durante 10 seg, con lapsos de 1 min de reposo 
entre ciclos). El material obtenido se esterilizo por filtration a traves de membranas de acetato de 
celulosa (0,22 pm), se fracciono en alicuotas y se congelo a -70°C hasta su uso. 
V.B. 1.b. Concentracion proteica de las preparaciones antiaenicas: Se determino mediante la 
tecnica de Lowry y col. (195 1). Como estiindar se emplei, una solucion de ASB fraccion V ( 1 mgl 
4. 
V.B .2. ENSA YOS DE PROLIFERACION 
V.B.2.a. Celulas efectoras: Se purificaron LT CD4 y CD8 de ratones C3WHeN normales o 
infectados conRA 6 K-98, de acuerdo a1 metodo explicado en la Seccion 1V.A. La concentracion 
se ajusto a 1x106 ceIulas/ml. 
V.B.2.b. Celulas presentadoras de Aq: Las mismas se pueden obtener a partir de celulas 
mononucleares de bazo mediante radiation y (Chesnut y Gray, 198 1) o por tratamiento con venenos 
mitoticos, como la mitomicina C (mitC) (Aune y Pogue, 1989). En la presente Tesis se empleo esta 
liltirna altemativa. 
La concentracion optima de mitC necesaria para inhibir la proliferacion celular se deter- 
mino evaluando la proliferacion de celulas tratadas con distintas concentraciones de mitC y 
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controles no tratados, en presencia de 5 pg/ml de concanavalina A (Cod),  un rnitogeno de linfocitos 
T obtenido de la planta Cannavalia ensiformis. Se empleo como inhibidora la minima concentracion 
de mitC capaz de impedir la proliferation inducida por ConA. El protocolo empleado se detalla a 
continuation: 
Se ajusto una suspension de celulas mononucleares de bazo a 2x107 celulaslml. Un ml de 
dicha suspension se incubo a 37°C en presencia de 0,10,20,40 y 80 p.g/rnl mitC (concentracion 
final) en RPMI 1640 sin suero. Luego, las celulas se lavaron tres veces con RPMI conteniendo 
SFB al5%, para eliminar el exceso de mitC. La concentracion celular se ajusto a 1 x 10' CAfml. 
I 
V.B.2.c. Estimulacion: Se agregaron 100 p1 de la suspension de celulas accesorias (1 x1 O4 
celulas) a policubetas de 96 hoyos con fondo plano Nunclon (Nunc, Roskilde, Dinamarca). Los 
antigenos ensayados, heron diluidos de manera de obtener las siguientes concentraciones proteicas 
finales en el cultivo: 0,5,10 y 20 pg/ml. Cincuenta p.1 de la solucion de antigen0 fberon agregados 
a las celulas accesorias e incubadas (60 min, 37"C, 5% CO,). Luego se agregaron 100 p1 de la 
suspension de LT CD4 o CD8. Se prosiguio el cultivo durante 6 dias. \I 
V.B.2.d. Pulso de 3H-Timidina: A1 sexto dia se agregaron 20 pl de RPMI conteniendo 1 pCi 
de 3H-TdR (50 pCi/rnl) a cada pocillo y la incubacion se continuo durante 18 horas, luego de las 
cuales las celulas fberon cosechadas con un cosechador de celulas Nunc-8 (Nunc) sobre filtros de 
papeVfibra de vidrio. Los filtros se secaron entre papeles de filtro Whatman No 1 y se colocaron en 
viales de polipropileno conteniendo liquido de centelleo (PPO, 4 gA y POPOP 100 mg/l, en tolueno). 
Los viales plhticos se pusieron dentro de viales de vidrio y la lectura se efectuo en un contador de 
centelleo liquido RackBeta 12 14 (Pharmacia, Uppsala, Suecia). Los resultados se expresaron en 
desitegraciones/minuto (dpm), efectuando las correcciones necesarias de las cuentadminuto (cpm) 
para el ((quenching,), reahindose las lecturas frente al estindar externo del contador. Los resultados 
se almacenaron emplando el programa incorporado del contador de centelleo. 
VI. ESTUDIOS DE TRANSFERENC PASIVA DE SUBPOBLACIONES 
DE LINFOCITOS T 
a 
I 
Una vez establecido el perfil fenotipico de las poblaciones celulares inmunocompetentes 
en las lesiones de 10s ratones infectados, se estudio la responsabilidad de 10s linfocitos T CD4 
y CD8 en el desencadenarniento de la injuria tisular. Para ello se procedio a purificar las 
subpoblaciones mencionadas a fin de transferirlas a ratones receptores singeneicos normales. 
En estos ratones se realizaron estudios electrofisiologicos, histologicos e inrnunohistoquimicos de 
manera similar a la detallada en 10s estudios de infection. 
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Las caracteristicas de 10s Ac empleados en la purificacion de las celulas de 10s ratones dado- 
res y en 10s estudios inmunohistoquimicos de 10s ratones receptores son las que se detallaron en la 
seccion V. Las diluciones optimas para 10s estudios analiticos o preparativos se establecieron me- 
diante inrnunofluorescencia empleando suspensiones de celulas viables de bazo y ganglio. 
VI. A. TRANSFERENCIA DE CELULAS 
U 
Las subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 (1 x1 O8 cdulaslml) purificadas de acuerdo a 
lo indicado en la Seccion V se inocularon por via iv en el sen0 retroorbital de ratones C3WHeN 
normales de 2 1 dias de edad (0,l muraton, 1 x 10' celulas). 
A distintos tiempos pt (ver Resultados) 10s receptores se sacrificaron por anestesia con eter 
etilico. Se obtuvieron muestras de musculo isquiotibial, nervio ciaico y medula espinal para estudios 
histopatologicos (H&E) e inmunohistoquimicos (detallados en la Seccion 1). 
W.B. CONTROLES DE CO-INFECCION 
VI. B. 1. DE TEClCION DE INFE(XX1N EN RA TONES LACTANES 
Para descartar la posibilidad de que las lesiones en 10s ratones receptores, heran causadas 
por pequeiias cantidades de pahsitos presentes en las suspensiones celulares transferidas, se rea- 
lizo la inoculation de las mismas en ratones lactantes de 10 dias de edad, 10s cuales son altamente 
susceptibles a la infeccion por ambas cepas. En 10s ratones inoculados se realizo el seguimiento 
parasitologico (MHT) y serologico (IFI, AD) hasta 10s 30 dias, al cab0 de 10s cuales 10s ratones se 
sacrificaron para realizar estudios histologicos (H&E) e inmunohistoquimicos (IFI) para detectar 
T.&. 
VI.B.2. DETE(X'I0NDEADND TCRIJZI 4 
Como control adicional de infeccion se procedio a purificar ADN total a partir de tejidos de 
10s ratones receptores de linfocitos T, para intentar detectar la presencia de ADN de T.cruzi em- 
pleando la tknica de PCR y comendo 10s productos de la amplification en geles de poliacrilamida. 
VI.B.2.a. Purification del ADN total: Muestras de musculo esqueletico, nervio ciatico, in6 
dula espinal y bazo se homogeneizaron en homogeneizadores de vidrio enfriados en nitrogen0 liqui- 
do. Cinco volumenes de buffer de lisis (1 0 m M  Tris-CIH, pH 7,6; EDTA, 10 mM; CINa, 0, 1 M; 
SDS 0,5%; proteinasaK, 300 pglml) se agregaron a las muestras y se incubaron toda la noche a 
I 
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37°C y 3 hr a 55°C. Luego de la incubacion las muestras se centrihgaron para remover el debris 
celular. Se separaron 10s sobrenadantes y se realizaron dos extracciones de 10s mis~nos con 
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24: 1). El ADN se precipito a partir de la fase acuosa me- 
diante el agregado de 1/10 (VN) acetato de sodio 3 M (pH 53)  y 2 volumenes de etanol frio. 
Luego de centrikgar durante 15 min a 5.000 rpm, el sediment0 se lavo con etanol70%, se seco en 
un liofilizador y se resuspendio en 10 pl de agua destilada. 
'I 
VI.B.2.b. Am~licacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCRl: Las ampli- 
ficaciones se prepararon en 50 p1 de cocteles que contenian: 10 mM Tris-ClH (pH 8,3), 50 mM 
CK, 1,5 m M  CIYg, 0,01% de gelatina, 200 pM de cada uno de 10s cuatro NTP (NP,  CTP, TTP 
y GTP), 1,25 U de Taq polimerasa (Perkin-Elmer-Cetus Corp., USA) y 10 pM de cada uno de 10s 
iniciadores TCZ 1 y TCZ2 descritos por Moser y col. (1 989). Cinco pI (1 pg) de ternplado (ADN 
extraido de 10s tejidos) se agregaron a 10s cocteles y se cubrieron con aceite mineral. La PCR 
consistio en Ios siguientes pasos: I 
1. Desnaturalizacion inicial del ADN: 5 min a 95°C. 
2. Venticinco ciclos de amplificacion con el siguiente perlil: 
a) Desnaturalizacion del templado: 30 seg a 94°C. 
b) Apareamiento de 10s iniciadores: 90 seg a 60 OC. 
c) Extension de 10s iniciadores apareados a1 templado: 2 min a 72°C. 
F ind ido  el ultimo ciclo las muestras se incubaron durante 3 min adicionales a 72 "C y luego 
se enfiiaron a 4°C. 
VI.B.2.c. Analisis de 10s amplicones: veinte p1 de cada muestra se corrieron en un gel de 
poliacrilamida (8,4%) en buffer TBE (0,09 M Tris, 0,09 M acido borico, 4 mM EDTA). El gel se 
tiiio con bromuro de etidio (0,5 pglml) durante 40 rnin. Luego se lavo con agua destilada y se 
observo bajo un transiluminador. 
RESULTADOS 
I. ESTUDIOS DE INFECCION EN RA ONES C3HMeN 
En un estudio longitudinal realizado I: reviamente en ratones Rockland infectados con la 
cepa CA-I de T.cruzi se habia deterrninado cuales eran las alteraciones electrofisiologicas e 
histopatologicas en el sistema nervioso periferico y musculo esqueletico (Losavio y col., 1989). 
Tomando este trabajo como punto de partida para esta Tesis, se seleccionaron tres tiempos pi, 
15 (fase aguda), 120 (fase cronica temprana) y 270 dias (fase cronica tardia), con fin de 
comparar la progresion de las lesiones neuromusculares en ratones endocriados C3H produci- 
das por dos cepas de Tcrrrzi. La eleccion de esta linea de ratones se decidio a partir de estu- 
dios electromiograficos previos que demostraron la existencia de alteraciones de tipo miopatico 
en ratones C3H infectados con la cepa CA-I y de tipo neuropatico en 10s infectados con RA 
(Sam ycol., 1991). 
I.A. INFECTADOS CON LA CEPA CA-I 
I.A. 1. ELECTROMIOGRAFIA 
En la etapa aguda (1 5 dias pi) 80% de 10s ratones presentaron actividad esponthea, fibrilacion 
y potenciales positivos. Los valores de amplitud y duracion de 10s PUM, asi como el porcentaje de 
potenciales poliif~icos en 10s animales infectados con esta cepa heron normales (Tabla 1). 
En la fase cronica temprana (120 dias pi) no se registraron modificaciones en la actividad 
espontanea, y 10s valores de amplitud y duracion no difirieron de 10s registrados en 10s grupos 
controles (Tabla 1). Sin embargo, se observo p o ~ i s m o  acentuado (que indica reinervacion anterior 
al momento del estudio electromiogrt%co) en el grupo de ratones infectados vs. el grupo control 
(Tabla 1). 
En la fase cronica tardia (270 dias pi) tampoco se registro actividad espontanea, aunque 
si reduccion significativa en 10s valores de amplitud y duracion de 10s PUM, en 10s ratones 
infectados con respecto a 10s controles normales (Tabla 1). 
Estos d t a d o s  sugieren alteraciones de launidad motora con predominio de patron miopkico. 
TABLA 1: AMPLITUD Y DURACION DE LOS PUM Y PORCENTAE DE PUM POLIFASICOS EN RATONES 
INFECTADOS CON CA-I Y RA 
DIAS PI 
GRUPO PARAMETRO' 15 120 270 
CONTROL 
CA-I 
AMP 
DUR 
POL 
AMP 
DUR 
POL 
AMP 
DUR 
POL 
'AMP, amplitud (pV); DUR, duracion (ms); POL, porcentaje de PUM polifasicos. n, numero de PUM registrados. 
*, P<0,05; ***, P<O,OOl. 
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I.A.2. HISTOLOGIA 
De manera similar a lo ya comunicado para ratones Rockland infectados con la cepa CA-I 
(Gonzalez Cappa y col., 1987; Losavio y col., 1989), se observo la presencia de vasculitis e 
infiltrados inflarnatorios mononucleares de magnitud creciente en 10s ratones C3WHeN infectados 
con esta cepa de T.cruzi, en todos 10s tejidos a lo largo del estudio. 
I. k2.a. Musculo isauiotibial: En 10s estudios histologicos de la linea endocriada de ratones se 
detectaron infiltrados con localization intersticia1 y perivascular. Los a t rados,  inicialmente focales, 
progresaron en intensidad durante la fase cronica, comprometiendo la histoarquitectura muscular 
por la necrosis rniofibrilar y la fibrosis subsiguiente (Figuras 1 A y 1 B, Tabla 2). 
En este tejido se detectaron nidos de amastigotes desde la fase aguda, no siempre asociados 
a focos inflamatorios (Figura 1 C y Tabla 3). 
I. A.2. b. Nervio ciatico: A1 igual que con la linea de ratones Rockland (Losavio y col., 1 989), 
en 10s ratones C3WHeN se observaron infiltrados epi-, pen- y endoneurales desde la fase aguda, 
de severidad creciente con la progresion de la infeccion (Figura 2A). En el period0 cronico se 
detectaron cha ra s  de digestion de mielina -sign0 de degeneracion axonal- (Figura 2A). Por otra 
parte no se encontraron nidos de amastigotes de T,cruzi (Tabla 3). 
I.A.2. .c. Medula espinal: De manera similar a lo observado en ratones exocriados (Losavio y 
col., 1989), 10s idtrados se componian de celulas mononucleares que comprometian 10s ganglios 
dorsales y las raices espinales (2B). en tanto las sustancias blanca y gris estaban conservadas. A1 
igual que en nervio no se detectaron nidos de amastigotes. 
Los linfocitos T heron la poblacion celular predominante en todos 10s tejidos y tiempos pi 
estudiados, except0 en nervio ciatico a 10s 270 dias pi. Los resultados no mostraron diferencias 
significativas entre 10s ratones infectados y tratados con benznidazol y 10s no sometidos a1 trata- 
miento. 
I.A.3.a. Musculo isquiotibial: Se observo predominio de linfocitos T CD4 sobre CD8 en las 
fases aguda y cronica temprana (Figuras 3A y 4A). Por el contrario, en la fase cronica tardia 10s 
linfocitos T CD8 heron la subpoblacion mayoritaria. A este tiempo pi se detectaron escasos linfocitos 
B con IgM de superficie (sIgM), ausentes en periodos mas tempranos de la infeccion (Figura 3A). 
Fi ura 1A: Lesion muscular en un raton 
C!HIH~N infectado con la cepa CA-I de 
T-cruzi (120 dias pi). Se observa un intenso 
infiltrado perivascular (flecha llena) e 
intersticial comprometiendo la 
histoarquitectura. Muchas de las fibras 
musculares presentan centralization 
nuclear (~unta de flecha hueca) o han 
sufrido "splittings" (punta de flecha Ilena). 
H&E, 250x. 
Fi ura 1B: Lesion muscular en un raton 
C~HIH~N infectado con la cepa CA-I (1 20 
dias pi). lntenso infiltrado perivascular ue 
(flecha hueca).H&E, 250x. 7 compromete un nervio intramuscu ar 
Fi ura 1 C: Nido de amastigotes en un raton 
C~HIH~N a los 15 dias de infeccidn con la 
cepa CPcl unb de fkha h a ) .  Notese la 
ausencia 8 e infiltrado inflamatorio alrededor 
delafibrarnuscularinfectada elinci iente 
infiltrado erivascular (pun a de lecha 
hueca). H l E,400x. Y P 
FIGURA I: COMPROMISO MUSCULAR EN 
RATONES C3HIHeN INFECTADOS CON CA-I 
TABLA 2: ALTERACIONES HISTOLOGICAS OBSERVADAS EN ~ S C U L O  ESQUELETICO. 
CEPA 
CA-I 
PARAMETRO - - 
DIAS PI DIAS PI 
INTENSIDAD DEL 
INFILTRADO~ u 
u 
AGR 
++ 
+++ 
ttf 
AGR 
+++ 
ATROFIA MIOCELULAR3 
FIBROSIS Y REEMPLAZO 
GRAS04 
OBSTRUCCION VASCUL* 
'+, infiltrados focales dispersos mayoritariamente perivasculares (hea < 25%); ++, infiltrados nodulares no coalescentes (25% < bea < 50%); +++, idiltrado: 
nodulares coalescentes (kea > 50%). 
2 9 4 * 5 A ,  ausente; +, leve; ++, moderada; +++, intensa. 
3A, ausente; AIS, atrofia aislada; AGR, atrofia agrupada. 
Fi ura 2A: Epi- y erineuritis en un raton 
C~HIH~N infecta c f  o con la cepa CA-I (1 20 
dias pi). En el centro del campo se observa 
una camara de di estion de mielina (punta 
de flecha hueca ? . El insert0 muestra el 
intenso compromlso endoneural. 
Fiaura 2B: Com~romiso inflamatorio leve 
dglas raices esbina~es en un raton C3Hl 
HeN infectado con CA-I (270 dias pi). 
rnn 
= Zi 
TABLA 3: CUANTIFICACION DE NIDOS DE AMASTIGOTES EN MUSCULO 
ESQUELETICO Y NERVIO CIATICO. 
TEJIDO 
DIAS PI MUSCULO NERVIO CIATICO 
CA-I RA CA-I RA 
63~4' 3 5k3 0 1%3 
21w15 12wll 0 6 1rt8 
'MediatDE de 100 campos (400x) en cuatro secciones diferentes (@I). 
Fi ura 3: Fenoti o de las poblaciones 
ce i' ulares en 10s in inflamatorios de 
musculo esaueletico en ratones C3HlHeN 
infectados con CA-I (A) y RA (B). 
FiGURA 3: FENOTIPOS CELULARESEN MUSCULO 
ca- 
r- 
F+gara-4Ar tnfiltradoper7vascul~e 
intersiticial con predomin~o de linfocitos T 
CD4 en un raton C3HlHeN cronicamente 
infectado (1 20 dias pi) con CA-I (I FI, 400x). 
Figura 4B: Depositos de I G en el intersticio 
muscular en un raton C 4' HIHeN a 10s 120 
dias pi con la cepa CA-I (IFI, 400x). 
Figura 4C: Fibra muscular en la que se 
observa reactividad ara Ag de T-cruzi a 
10s 1 20 dias pi (IFI, d' OOx). 
F l G U R A 4 : ~ F E N O T # C A D E t l S S  
LESIONES MUSCULARES EN. RATONES C3HMeN 
~ A D 0 5 C O N C R L  
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En todos 10s tiernpos estudiados se detecto la presencia variable de celulas CD 1 1 b+ (macrofagos) 
(Figura 3A). 
El estudio de componentes humorales en las lesiones pennitio detectar depositos de IgG en el 
intersticio de las fibras musculares en ratones cronicamente infectados, solo a 10s 120 dias pi (Figura 
4B). En nin@n caso se hallaron depositos de de IgM o C3. 
El andisis de inrnunofluorescencia empleando IgG anti-Tc permitio detectar Ag parasitario 
(Figura 4C). Como era de esperar, el anhlisis de cortes histologicos mediante H&E present6 una 
sensibilidad menor para la detection de parbitos, por lo que la cuantificacion se realizo empleando 
metodos inrnunohistoquirnicos. La presencia de parasitos h e  mayor a 10s 120 dias pi que en 10s 
otros tiempos estudiados (Tabla 3). 
I.A.3.b. Nervio ciatico: No se encontraron diferencias significativas en 10s porcentajes de 
linfocitos T CD4 y CD8 a 10s 15 y 120 dias pi (Figura 5A). 
A 10s 270 dias pi tanto 10s linfocitos B con IgM de superficie (sIgM+) como 10s 
macrofagos representaban las poblaciones mayoritarias en 10s infiltrados (Figura 5A, Figura 
6) .  
En este tejido no se observaron depositos de componentes humorales (IgM, IgG o C3) 
ni Ag parasitario. 
I.A.3 .c. Medula esuinal: Durante la fase aguda la subpoblacion de linfocitos T preerninente 
h e  CD8+ (Figura 7A). Por otra parte no se registraron diferencias estadisticas entre las 
subpoblaciones de linfocitos T durante la fase cronica. En esta ultirna, a 10s 270 dias pi se detecto un 
bajo porcentaje de linfocitos sIgM+ (Figura 7A). 
A1 igual que en nervio ciatico no se observaron depositos de componentes humorales y 
ni Ag parasitario en este tejido. 
I.B. INFECTADOS CON LA CEPA RA 
Con el fin de deterrninar si durante el curso de la infeccion con una cepa de alta virulencia las 
caractensticas de las lesiones diferian de las observadas con una cepa que desarrolla una infeccion 
de curso cronico, se extendieron las observaciones a la cepa RA, altamente letal y reticulotropica 
(Celentano y Gonzalez Cappa, 1992). 
Fi ura 5: Fenoti o de las poblaciones 9 ce ulares en 10s in C! ~ltrados inflamatorios de 
nervio ciatico en ratones C3HlHeN 
infectados con CA-I (A) y RA (B). 
FIGURA 5: FENOTIPOS CELULARESEN EN NERVIO 
loo 
Figura 6: Presencia de linfocitos B (punta 
de flecha llena en infiltrados endoneurales 
de un raton C 5 H/HeN infectado con CA-I (270 dias pi). Se observa una camara de 
digestion de mielina (punta de flecha 
hueca). BAP/H&E, 400x. 
FIGURA 6: RATONES C3HIHeN INFECTADOS 
CON CA-I: PRESENCIA DE LlNFOClTOS B EN 
NERVIO ClATlCO 
Fi ura 7: Fenoti o de las poblaciones 
ce i' ulares en 10s in 1 ltrados inflamatorios de 
medula en ratones C3HlHeN infectados 
con CA-I (A) y RA (B). 
FIGURA 7: FENOTIPOS CELULARES EN MEDULA 
1 .B . l .  ELECTROMIOGRA FIA 
La actividad esponthea h e  evidente en 5 de 9 ratones a 10s 15 dias pi. Los PUM presenta- 
ron amplitudes y duraciones significativamente aumentadas en el grupo de ratones infectados en 
comparacion al grupo control (Tabla I). El porcentaje de PUM poWasicos registrados (que indican 
reinervacion anterior al momento del estudio) fbe mayor en 10s ratones infectados que en 10s con- 
troles (Tabla 1). A 10s 120 dias pi no se detect6 actividad espontanea en el grupo de ratones 
infectados. La amplitud como la duracion de 10s PUM y el porcentaje de PUM polifasicos tambien 
se hallaron sigtllficativarnente aumentado con respecto a 10s controles (Tabla 1). A 10s 270 dias pi 21 
6 ratones infectados revelaron actividad esponthnea que se manifesto como fibrilaciones. Tanto la 
amplitud como la duracion de 10s PUM se aproximaron a 10s valores normales y el porcentaje de 
PUM polifhsicos h e  similar al del grupo control (Tabla 1). 
I.B.2. HISTOLOGIA 
Los tipos celulares predominantes en 10s infiltrados heron linfocitos y macrofagos, a1 igual 
que en el caso de 10s ratones infectados con la cepa CA-I. 
I.B.2.a. Musculo isauiotibial: Los infiltrados inflamatorios en 10s ratones infectados con la 
cepa RA no difirieron, con respecto al porcentaje de celulas mononucleares, de lo observado en 
ratones infectados con la cepa CA-I. Sin embargo, la extension de 10s de 10s mismos h e  menor en 
la mayoria de 10s anirnales analizados. A1 igual que con la cepa miotropica la vasculitis y la obliteracion 
vascular progresiva heron rasgos caracteristicos de la infeccion con esta cepa de Tcr11zi (Tabla 2). 
La progresion de las lesiones se acompafio de necrosis miofibrilar, fibrosis y reetnplazo graso, de 
manera similar a lo observado con la cepa CA-I (Tabla 2). 
En este tejido se detectaron nidos de amastigotes asociados a focos inflamatorios, al igual 
que en la infeccion por CA-I (Tabla 3). De manera similar a lo observado con esta cepa, la fiecuencia 
de nidos fbe mayor en la fase cronica temprana queen 10s otros tiempos estudiados (Tabla 3). 
I.B.2.b. Nervio ciatico: El rasgo sobresaliente de las lesiones encontradas h e  la intensa 
periendoneuritis en la etapa inicial de la infeccion. Abundantes camaras de digestion de mielina y 
nidos de amastigotes (Figura 8A) se observaron en la etapa cronica. 
I.B.2.c. Medula espinal: En la etapa aguda se observaron Sltrados mononucleares leves, 10s 
que progresaron hacia una leptomeningitis cronica en etapas tardias de la infeccion (Figura 8B). En 
este tejido no se encontraron nidos de amastigotes. 
Figura 8A: Nido de amasti otes (punta de 
flecha) en el nervio ciatico 2 e un raton C3H/ 
HeN infectado con la cepa RA (120 dias 
pi). H&E, 400x. 
Figura 88: Le tomeningitis y vasculitis en 
un raton C3 d' /HeN cronicamente infecta- 
do con RA. La sustancia blanca se halla 
conservada (1 20 dias pi). H&E, 250x. 

Resultados 3 8 
La poblacion celular predominante en 10s infiltrados en todos 10s tejidos y tiempos estudiados 
h e  lade linfocitos T, al igual queen el caso de 10s ratones infectados con CA-I. En 10s tejidos de 
ratones infectados con RA no se encontraron depositos de C3, IgM o IgG, difiriendo en este ultimo 
caso de lo observado en la infeccion por CA-I. 
I.B.3.a. Musculo isauiotibial: Los linfocitos T CD8 predominaron sobre 10s CD4 durante la fase 
cronica temprana (120 dias pi) y tardia (270 dias pi) (Figura 3B). A estos tiempos pi se detectaron 
celulas NK (asialo-GMl+), las cuales representaban 10,8% y 23% de las celulas totales, respec- 
tivamente (Figura 3B). La Tabla 3 muestra 10s datos cuantitativos de la presencia de nidos de 
amastigotes en este tejido a 10s distintos tiempos pi analizados. 
I.B.3.b. Nervio ciatico: En este tejido se observi, un predominio significativo de 10s linfocitos T 
CD8 sobre 10s CD4 durante todo el curso de la infeccion (Figura 5B). El 10% de total de celulas a 
10s 120 dias pi, y el 32 % a 10s 270 dias pi, no heron marcadas con 10s Ac utilizados. No se 
investigo la presencia de celulas NK, ya que solo se disponia de un Ac contra asialo-GM 1, presente 
en celulas NK, y componente normal del tejido nervioso. En este tejido se detect0 Ag parasitario 
asociado a nidos de amastigotes (Tabla 3). 
I.B.3 .c. Medula espinal: En 10s infiltrados leptomeningeos se observo predominio de linfocitos T 
CD8 sobre 10s CD4 a lo largo de todo el estudio en ratones infectados con RA (Figura 7B). En la 
fase cronica se registro disminucion de linfocitos T citotoxicos y cooperadores a expensas de un 
aumento de celulas doble negativas (Figura 7B). A1 igual que en nervio ciatico, la presencia de 
antigen0 asialo-GM1 en tejido nervioso impidio determinar si estas celulas eran NK. 
It. ESTUDIOS DE PROLIFERACION LINFOCITARLA 
Estos estudios se realizaron con la cepa RA y el clon K-98, que presenta las mismas 
caracteristicas biologicas que la cepa CA-I de la cual h e  obtenido, aunque es mas estable en 
cuanto a estas caracteristicas (p.ej., virulencia). Con ellos se intento establecer si durante la 
etapa cronica de la infeccion la respuesta inflamatoria tisular se debia, al menos en parte, a1 
reconocimiento de Ags propios del raton por linfocitos T. Se realizaron ensayos de prolifera- 
cion de subpoblaciones de &lulas T, fiente a Ag totales de 10s tejidos afectados (musculo esqueletico, 
nervio ciatico y medula espinal). En un estudio prelirninar se detenninaron las condiciones para la 
obtencion de CPA. 
1I.A. DETERMINACION DE LA DOSIS DE MITOMICINA C INHIBITORIA DE LA 
PROLIFERACION 
En la Tabla 4 se muestran resultados representativos de experimentos realizados con el fin de 
determinar la minima dosis de MitC capaz de inhibir la proliferacion celular en presencia de ConA, 
en un ensayo de siete dias. De 10s resultados se deduce que la concentracion optima del veneno 
mitotic0 es de 40 ig/ml. Por lo tanto, esta h e  la concentracion empleada para preparar CPA, en 10s 
ensayos de proliferacion prente a Ag tisulares. 
1I.B. PROLIFERACION DE LINFOCITOS T DE RATONES INFECTADOS 
CON K-98 
Los linfocitos de ratones infectados con K-98 proliferaron fiente a todos 10s Ag ensayados. 
La magnitud de la proliferacion h e  baja y dependiente de la dosis. En ausencia de estimulo antigenic0 
no se observo proliferacion 
1I.B. 1. LINFOCIITOS T CID4: La mixima incorporacion, (3.6 14*3 56 dpm) se observo 
fiente a homogenatos de musculo esqueletico (Figura 9A). 
II.B.2. WNFOCITOS T CD8: A diferencia de lo observado en el caso de linfocitos T CD4, 
en este caso la mimima incorporacion de 3H-TdR se obtuvo fiente a homogenatos de nervio ciatico 
(2599k299 dpm, Figura 9A). 
1I.C. PROLIFERACION DE LINFOCITOS T DE RATONES INFECTADOS CON RA 
Los linfocitos T de ratones infectados con esta cepa proliferaron exclusivamente fi-ente a Ag 
de tejido nervioso, a diferencia de lo observado en el caso de K-98. Al igual que con el clon K-98 
la incorporacion de 3H-TdR h e  dependiente de la dosis de Ag y la proliferacion fue nula en su 
ausencia (Figura 9B). 
1I.C. 1. LINFOCITOS T CD4: La mhxima respuesta proliferativa h e  14.17 1*282 dpm, 
correspondiente a1 homogenato de nervio ciatico (Figura 9B). 
II.C.2. LINFOCIIT(IS T C7D8: Con esta poblacion celular se obtuvieron resultados sirnilares 
a 10s observados con linfocitos CD4. En este caso, la mixha respuesta proliferativa contra nervio 
ciatico correspondio a una incorporacion de 1 0.59B3 14 dpm (Figura 9B). 
TABLA 4: CONCENTRACION DE MITOMICINA C INHIBITORIA DE LA 
PROLIFERACION DE CELULAS ESPLENICAS TOTALES 
MITOMICINA C DPM 
(pglml) (MEDWDE)~ 
0 124.783 * 8.324 
Uno xlOS celulas no tratadas (control) o tratadas con las dosis de mitomicina C 
indidas se incubaron en presencia de concanavalina A (5 pgtml) en las condiciones indicadas 
en Materiales y Metodos. 
Se realizaron dos ensayos por triplicado. 
2' ... A A- Figura 9: Respuesta rolifer-t* a ~ v a  UG Iinfocitos T CD4 y D8 de ratones 
infectados con K-98 (A) y RA (B), frente a 
Ag de musculo esquelet~co, nervio ciatico 
y medula espinal. La linea horizontal 
re resenta la media * 1 desviacion 
es I? andar de la incorporacion de 3H-timidina 
por celulas normales. 
DPM (x~OE-3) 
16 7 
MUSCULO EsOURETlCO 
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II.D. LA PROLIFERACION DE LOS LINFOCITOS T FRENTE A AG PROPIOS OCU- 
RRE COMO CONSECUENCIA DE LA MFECCION 
Las subpoblaciones CD4 y CD8 de ratones normales mostraron niveles de incorporacion de 
3H-TdR fkente a 10s Ag estudiados, similares a 10s observados en condiciones basales (incorpora- 
cion de 3H-TdR en ausencia Ag, 432*154 dpm) (Figuras 9A y 9B), lo que confirma que: 
1. Las preparaciones antigenicas carecen de actividad rnitogenica inespecifica. 
2. La proliferacion de 10s linfocitos fiente a 10s tejidos se desencadena como consecuencia 
de la infeccion. 
Los resultados de proliferacion seiialaban que la infeccion abrogaba la tolerancia de las 
subpoblaciones de linfocitos T frente a Ag propios. Para establecer si este hallazgo iir vitro 
tenia algirn significado fisiopatologico, se decidio realizar estudios de transferencia pasiva de 
linfocitos CD4 y CD8 de dadores infectados con RA y K-98 a ratones singeneicos normales. 
Dado que junto con las celulas transferidas podrian pasar pequeiias cantidades de para- 
sitos, previamente se estudio el curso de la infeccion con bajas dosis de TS del clon K-98 y de 
la cepa RA. 
III. DOSIS MINIMA DE PARASITOS RESPONSABLE DE LA PRODUCCION 
DE LESIONES 
Como paso previo a la realizacion de 10s estudios de transferencia pasiva, y con el fin de 
determinar que parametros o caracteristicas de las lesiones perrnitirian descartar que las mis- 
mas hubieran sido producidas por una eventual infeccion debida a minimas cantidades de 
parasitos contarninantes de las preparaciones de linfocitos, se realizo un estudio parasitologico, 
histopatologico y serologico en ratones infectados con dosis crecientes del clon K-98 y de la 
cepa RA. 
Se seleccionaron tiempos de estudio que abarcaron 10s elegidos para 10s estudios de transferencia, 
con el objeto de poder comparar ambos resultados. 
111. A. PARASITEMIA 
Aun con el menor inoculo (1 0 parasitos), 10s ratones infectados desarrollaron parasitemia 
detectable, en el 40-60% de 10s animales cuando se inoculo K-98 y en el 100% cuando la cepa 
infectante f ie  RA. En el caso del clon K-98 la deteccion de parasitemia mediante microhematocrito 
Figura 10: Evolucion de la parasitemia 
durante la fase aauda en ratones C3Hl 
HeN infectados ~ 5 r  via iv con 10 TS del 
clon K-98 de T.cfuzi (A) y de la cepa RA (B). Las f i e c h a m a n  el momento en aue 
\ J 
comienzan a morir 10s animales en 10s 
grupos de mayor y menor inoculo. Los 
numeros indican 10s orcentajes de 
mortalidad al final el periodo de 
observation. 
B 
FIGURA 10: PARASlTEMlA DE RATONES C3HIHeN 
EN FUNCION DE LA DOSlS INFECTANTE 
1 E + O I ~ , r r , r I ~ 4 ~ t l ~  
4 0 14 19 24 W 
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h e  posible a partir de 10s 6 y 9 dias pi, y mediante hemocitometro a partir de 10s 15 y 23 dias pi 
cuando se inocularon dosis altas y bajas, respectivamente. En infecciones con la cepa RA la 
parasitemia h e  detectable mediante MHT a 10s 4 dias pi, con las dosis altas de parasitos ( 1000 y 
10000 tripomastigotes/raton), y a 10s 7 dias pi con las dosis bajas (10 y 100 tripomastigotes/raton). 
El recuento mediante hemocitometro pudo efectuarse a partir de 10s 9 y 14 dias pi, respectivamente, 
en ratones infectados con dosis altas y bajas de esta cepa. En las figuras 10A y IOB se muestran las 
parasitemias de 10s grupos experimentales inoculados con las distintas dosis de parasitos del clon 
K-98 y de la cepa RA, respectivamente. 
1II.B. SEROLOGIA 
Todos 10s ratones parasitologicamente positivos presentaron titulos de Ac por encima del 
valor de corte de las tecnicas serologicas utilizadas (1 : 16 para IF1 y 1 :32 para AD), observandose 
un increment0 del titulo con el curso de la infeccion en 10s tiempos estudiados. En la Tabla 5 se 
resumen 10s resultados de 10s estudios serologicos de 10s ratones inoculados con la menor dosis ( 10 
TS). 
En 10s ratones infectados con las dosis mayores del clon K-98 (1x10' y 1 xlOJ 
tripomastigotes), se observaron lesiones inflamatorias focales en musculo esqueletico desde el dia 
12 pi yen tejido nervioso desde el dia 15 pi. Con dosis menores el cuadro histologico h e  similar 
pero mas tardio (En la Tabla 6 se registran 10s datos de ratones inoculados con 10 TS). En el 
musculo esqueletico de estos anirnales se detectaron parisitos (Ag) asociados a 10s focos inflamatorios 
(Tabla 6). Por otra parte, en el caso de la cepa RA, 10s ratones inoculados con la menor dosis (1 0 
tripomastigotes), evidenciaron infiltrados inflamatorios focales perivasculares e intersticiales en 
musculo isquiotibial, epineurales en nervio ciatico y meningeos en medula espinal, 10s que heron 
evidentes a partir del dia 10 pi (Tabla 6). Con dosis mayores 10s infiltrados se observaron desde el 
dia 7 pi. En este caso, se observaron parasitos asociados a 10s focos inflamatorios tanto en musculo 
como en nervio. 
En base a estos resultados, sabiamos que pequeRos inoculos de parasitos de ambas cepas 
podian ser detectados mediante el empleo conjunto de tknicas parasitologicas convencionales y 
estudios serologicos. Para mayor seguridad se decidio incorporar controles de co-infeccion en 
cada ensayo de transferencia pasiva de linfocitos T, a fin de descartar que la presencia de parasitos 
viables en las suspensiones de linfocitos T heran responsables de la patologia observada en 10s 
receptores singeneicos, asi como investigar la presencia de ADN de T.cruzi en dichos receptores 
(ver Seccion 1V.C. 1 .b). 
TABLA 5: DETECCION DE Ig EN RATONES INFECTADOS CON 10 TS (RA Y 
K-98) 
CEPA DE T.CRUZ1 
DIA PI RA K-98 
' Tknica (Valor de corte): IFI, inmunofluoresoencia i n d i r q  AD, aglutinacion directa en 
ausencia de 2-ME. 
'Titulo de IgG (titulo m h  bajo observado). 
'Titulo de Ig totales (titulo miis bajo observado). 
TABLA 6: PROGRESION DE LAS LESIONES INFLAMATORIAS EN RATONES 
INFECTADOS CON 10 TS DE T.CRUn 
CEPA DE T . c M  
K-98 RA 
SN1 ME SN ME 
DIA PI 
eplper 
Ag 
eplper 
Ag 
eplper eplperlen 
Ag 
30 eplper t++ eplperlen ++ 
Ag Ag 
' SN, sistema nervioso; ME, musculo esquel&co. 
'+, infiltrados focales dispersos; ++, infiltrados nodulares no coalescentes; +++, infiltrados 
nodulares coalescentes. 
3 ep, epineurial; per, perineurial; en, endoneurial; Ag, presencia de antigen0 de T.cruzi. 
IV. ESTUDIOS DE TRANSFERENCIA PASIVA 
Si bien existian rasgos comunes en las caracteristicas histopatologicas de las lesiones produ- 
cidas por la infection con las cepas RA y CA-I, las diferencias cualicuantitativas en la composicion 
celular de 10s infiltrados -0bservadas en 10s estudios inrnunohistoquimicos- y las diferencias en el 
reconocimiento antigenic0 -evidenciados en 10s estudios de proliferacion de las subpoblaciones de 
linfocitos T- indicaban que 10s mecanismos patogbicos involucrados podian ser diferentes. Ademis, 
10s resultados de proliferacion sugerian que diferentes Ag tisulares eran reconocidos por 10s linfocitos 
T CD4 y CD8 de 10s ratones infectados por RA y por el clon K-98. Dado que existen evidencias 
experimentales sobre el papel que el sistema inrnune (en particular 10s linfocitos T) tiene en la 
produccion de lesiones en la fase cronica, se decidio estudiar la responsabilidad de las subpoblaciones 
T en la produccion de lesiones en este modelo experimental. 
1V.A. TRANSFERENCIA DE LINFOCITOS DE RATONES WECTADOS CON EL 
CLON Kg8 
La transferencia de linfocitos T CD4 indujo la fonnacion de infiltrados inflarnatorios localiza- 
dos exclusivamente en musculo esqueletico. 
1V.A. 1. LINFOCITOS T C:D4 
1V.A. 1 .a. Histouatologia: En mlisculo esqueletico se hallaron infiltrados inflamatorios 
mononucleares focales observables 7 dias despues de realizada la transferencia. A 10s 15 dias 10s 
infiltrados eran moderados/intensos perivasculares e intersticiales (Figura 1 1A) y existian signos de 
necrosis miofibrilar (Figura 1 1B). Por otra parte, en sistema nervioso no se observaron lesiones 
inflamatorias o degenerativas, por lo que 10s estudios inmunohistoquirnicos se lirnitaron a musculo 
esqueletico. 
1V.A. 1 .b. Inmunohistoauimica: La composicion fenotipica de 10s infiltrados se detalla en la 
Tabla 7. Se observo que el mayor niunero de celulas marcadas correspondia a1 fenotipo de linfocitos 
T cooperadores (CD4+; 72,1*16,3%, Figura 12). 
Figura 11 : lnfiltrados intersticiales (A y 
necrosis miofibrilar (A B) en un ra on J 2 C3H/HeN, 15 dias espues de ser 
transferido por via iv con I XI O7 linfocitos T 
CD4 de un dador singeneico infectado 
cronicamente con CA-I . (H&E, 250x). 
FIGURA 11 : TRANSFERENCIA PASIVA DE 
LlNFOClTOS T CD4 (DADORES INFECTADOS CON 
K-98) : HISTOPATOLOGIA 
Figura 12: Linfocitos T CD4 en el musculo 
esqueletico de un rat6n C3H/HeN, 15 dias 
despues de recibir 1x107 linfocitos T del 
mismo fenoti o obtenidos de un dador 
singeneico in f' ectado con CA-I (120 dias 
pi). BAPIeosina, 250x. El insert0 muestra 
un detalle de la misma seccion (400~). 
FIGURA 12: TRANSFERENCIA PASIVA DE 
LlNFOClTOS T CD4 ((DADORES INFECTADOS 
CON K-98): INMUNOHISTOQUIMICA 
Esta poblacion celular no indujo el desarrollo de patologia detectable por tecnicas histologicas. 
N.A.2.a. Histovatologia: En 10s tejidos estudiados no se observaron cambios histopatologicos 
(presencia de infiltrados o alteraciones de la histoarquitectura), tanto a 10s 4 como a 10s 7 dias post- 
transferencia. En razon de lo expuesto, no se realizaron estudios inmunohistoquimicos. 
1V.B. TRANSFERENCIA DE LINFOCITOS DE RATONES INFECTADOS CON LA 
CEPA RA 
A diferencia de lo observado con el clon K-98, arnbas subpoblaciones de linfoctos T induje- 
ron lesiones localizadas en tejido nervioso. 
1V.B. 1. LINFOCITOS T CD4 
N.B. 1 .a. Histovatolo~ia: Las lesiones en nervio ciatico consistieron en infiltrados inflamatorios 
mononucleares focales evidentes a 10s 7 dias post-transferencia. A 10s 15 dias, las manifestaciones 
inflamatorias tuvieron un desarrollo moderado o intenso dependiendo del animal estudiado. La 
localization predominante fbe epineurial (Figura 13A) y en algunos animales se observaron focos 
inflamatorios periendoneurales y abundantes charas de digestion de mielina. En medula espinal se 
hallaron infiltrados mononucleares localizados en la leptomeninges en algunos de 10s ratones 
estudiados (Figura 13B). Los escasos infiltrados observados en musculo esqueletico tenian una 
distribution limitada alas terminaciones nerviosas intramusculares, mantenihdose intact0 el endomisio 
(Figura 13C). 
N.B. 1 .b. Inrnunohistoauirnica: Los linfocitos T cooperadores (CD4+) representaron la po- 
blacion mayoritaria de celulas en 10s infiltrados inflamatorios en nervio (57,3*9.4%), en tanto que 
en mdula la poblacion mayoritaria estaba representada por macrofagos (CD 1 1  b+; 56,3*8.9%). 
En nervio ciatico se observi, que cerca del3% de las celulas del infiltrado no eran marcadas con 10s 
anticuerpos utilizados en este estudio (Tabla 7). 
Fi ura 13A: lnfiltrado epineurial en un raton 
C~HIH~N, 15 dias despues de la transfe- 
rencia de 1 XI O7 linfocitos T CD4 de dadores 
singeneicos infectados con RA (120 dias 
pi). H&E, 400x. 
Fi ura 13B: lntensa leptomeningitis en un 9 ra on C3H/HeN, 15 d~as despues de ser 
transferido con 1x1 O7 linfocitos T CD4 de 
dadores sin enicos infectados con RA (1 20 
dias pi). H& % ,200~.  
Figura 13C: Raton C3HlHeN 15 dias 
despues de la transferencia de 1x107 
linfocitos T CD4 de dadores sin eneicos d infectados con RA (1 20 dias pi). otese la 
~resencia de celulas inflamatorias en 
e ineuro, perineuro y endoneuro de una 
fi g ra nerviosa intramuscular y su ausencia 
en el endomisio. H&E, 100x. 
FIGURA 13: TRANSFERENCIA PASIVA DE 
UNFOCITOS CD4 (DADORES INFECTADOS CON 
RA, 120 DPI): HISTOPATOLOGIA 
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Esta subpoblacion indujo la formacion de infiltrados inflamatorios en tejido nervioso, con 
localization similar a la observada en la transferencia de CD4, aunque con mayor precocidad. 
IV.B.2.a. Histouatologia: Los ratones que recibieron linfocitos T CD8 de dadores infectados 
con RA manifestaron cornpromiso del sistema nervioso. Este estaba representado por infiltrados 
perineurales y en menor proporcion endoneurales en nervio ciatico, asi como infiltrados en la 
leptomeninges de medula espinal. A1 igual que luego de la transferencia de linfocitos T CD4, en 10s 
pocos casos en que se hallaron infiltrados en musculo esqueletico, estos se distribuian casi exclusi- 
vamente alrededor de las terminales n e ~ o s a s  intramusculares, sii comprometer el endornisio. Los 
infiltrados perineurales a 10s 4 dim pt tenian caracteristicas focales y a 10s 7 dias pt se observaron 
infiltrados periendoneurales moderados. 
IV.B.2.b. Inrnunohistoauimica: La proportion de celulas CD4+ CD8+ y CDl 1 b+ no mostro 
diferencias significativas al comparar neMo ciatico y medula espinal entre si, en tanto que la propor- 
cion de linfocitos T CD8 en las lesiones h e  mayor que la observada tras la transferencia de linfocitos 
T CD4 (Tabla 7, Figura 14). Por otra parte, las celulas doble negativas (CD4-CD8-) alcanzaron 
valores de alrededor del8% y 12% en nervio y mdula, respectivarnente, significativamente mayores 
que 10s observados al transferir linfocitos T CD4. Los resultados seiialados en esta Seccion se 
resumen en la Tabla 7. 
1V.C. CONTROLES DE CO-INFECCION ACCIDENTAL EN LOS RECEPTORES 
DE LINFOCITOS 
Como se sefialo en la Seccion III, con el fin de descartar que pequeiias cantidades de parasitos 
presentes en las suspensiones de linfocitos purificados heran responsables de la produccion de las 
lesiones observadas, se realizaron estudios parasitologicos y serologicos en 10s ratones receptores 
y en controles lactantes. 
IV. C. 1. ESTlJDIOS PARASITOLOGICOS 
1V.C. 1 .a. Convencionales: No se observaron parasitos ni por MHT ni mediante tecnicas 
inmunohistoquimicas realizadas tanto en 10s ratones receptores de 2 1-25 dias como en 10s lactantes 
TABLA 7: COMPOSICION FENOTIPICA DE LOS INFILTRADOS EN TEJIDOS DE RECEPTORES DE LINFOCITOS T 
CEPA FENOTIPO CELULAR MUSCULO NERVIO MEDULA 
CD4:39,6&10,3 CD4:39,1*6,3 
CD8:2 1,%9,3 CD8: 17,4*3,2 
DN: 8,4*0,3 DN: 12,7&1,4 
CDl lb:31,8&8,4 CDl lb:32,3&6,0 
l h s  dadores de linfocitos se infixtaron con las dosis de T.cruu indicadas en Materiales y metodos. En cada transferencia pasiva se inocularon 10x10~ linfocitor 
del fenotipo indicado por via iv en receptores singeneicos normales. 
%studiados 7 y 15 dias despues de la transferencia de linfocitos T CD8 y CD4, respectivarnente. 
3Porcentaje obtenido mediante anhlisis de 1000 celulas. MedieDE de dos ensayos con 5-7 replicas cada uno. 
4NH, no hecho. 
Figura 14: Linfocitos CD8 en perineuro de 
un raton C3HlHeN 7 dias despues de la 
transferencia de 1 XI O7 celulas del mismo 
fenotipo obtenidas de dadores singeneicos 
infectados con RA (1 20 dias pi). BAPI 
eosina, 400x. 
FIGURA 14: TRANSFERENCIA PASIVA DE 
LlNFOClTOS T CD8 ((DADORES INFECTADOS 
CON RA): INMUNOHISTOQUIMICA 
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de diez dias de edad inoculados con una alicuota de celulas T de 10s dadores infectados. Los 
ratones lactantes se mantuvieron parasitologicamente negativos en un seguimiento de 30 dias. 
N.C. 1 .b. a: Con el fin de certificar la ausencia de parisitos en 10s receptores que habian 
resultado negativos por las tknicas parasitologicas convencionales indicadas en el apartado ante- 
rior, y en las tecnicas serologicas (vide inza), se analizaron por PCR 10s tejidos (bazo, musculo, 
n e ~ o  ciatico y medula espinal) de estos animales. 
En ninguno de 10s homogenatos, preparados con 10s tejidos obtenidos de receptores de 
linfocitos T de ratones infectados, se pudo demostrar la presencia de ADN de T.cruzi empleando 
10s iniciadores TCZl y TCZ2. Por el contrario, 10s controles positives (sangre, bazo y tejido muscular 
y nervioso de ratones infectados) mostraron las bandas de ADN caracteristicas de T.cruzi en 10s 
geles de poliacrilamida luego de la amplification (Figura 15). Estos resultados confirman la ausencia 
de infection en 10s receptores de linfocitos T de dadores infectados, y reherzan 10s resultados 
obtenidos con 10s estudios parasitologicos convencionales y serologicos (vide infra) en 10s receptores 
y controles lactantes. 
IV. C. 2. ESTIIDIOS SEROLOGICOS 
Los resultados de las IF1 y AD realiiados en 10s controles de co-infeccion lactantes a1 cabo 
de 30 dias de seguimiento fueron negativos para IgM e IgG. Del mismo modo, la serologia de 10s 
receptores experimentales h e  negativa al momento de efectuar las autopsias para llevar a cab0 10s 
estudios histologicos e inmunohistoquimicos con el fin de caracterizar laslesiones neuromusculares 
inducidas por las subpoblaciones de linfocitos T. 
Los resultados obtenidos por medio de 10s controles parasitologicos convencionales, PCR y 
serologia confirman que las lesiones observadas en 10s ratones receptores de subpoblaciones de 
linfocitos T son consecuencia de la transferencia de dichas celulas y no de la presencia inadvertida 
de parisitos. 
Fi ura 15: Electroforesis en 9 P Pel de po iacrilamida de 10s roduc osamplificacion or PCR de ADN obtenido 
de sangre (ca I' les 1 (calle 4) 
de ratones infecta como 
controles 
receptores 
7, 
pares de bases). 

DISCUSION 
Las alteraciones hncionales de la unidad motora en la enfermedad de Chagas hulnana 
estan vinculados a fenomenos neuropQicos y miopaticos primaries que se inician durante la 
fase aguda (Benavente y col., 1989) y se extienden a la fase cronica (Sanz y col., 1977; Sanz y 
col., 1978; Sica y col., 1979; Sica y col., 1986). Estas alteraciones involucran musculos 
esqueleticos (Sanz y col., 1978), neuronas sensoriales (Sica y col., 1986) y motoneuronas a 
nivel de la medula espinal (Sica y col., 1979). 
Ese compromiso electrofisiologico tiene un sustrato histologico caracterizado por lesio- 
nes inflamatorias, alteraciones miopaticas (centralizacion nuclear y el ((splitting)) de las fibras 
musculares) y neuropaticas (agrupamiento histoquimico de fibras tip0 I y 11), observables en la 
fibra muscular (Taratuto y col., 1978; Sica y col., 1979). Las alteraciones neuropaticas estan, 
asi mismo, asociadas a lesiones idamatorias y desmielinizacion del trayecto axonal (Sica y 
col., 1995). 
Molina y col. (1 987) observaron, durante la fase cronica de la infeccion de ratones con la 
cepa Tulahuen, alteraciones compatibles con dafio neuropatico tanto a nivel muscular (atrofia 
agrupada) como en nervio periferico (desmielinizacion) sirnilares a las descritas en esta Tesis 
durante el periodo cronico. En 10s estudios de Molina y col. (1987) si bien mencionan la 
presencia de nidos de amastigotes en medula espinal, 10s mismos se hallaban ausentes en nervio 
ciatico. Sin embargo, en estudios posteriores de Molina (1 989), el autor comunico la presencia 
de amastigotes en tejido epineural. Si bien estos estudios (Molina y col., 1987; Molina, 1989) 
presentaban a la cepa Tulahuen como un buen candidato para el desarrollo de un modelo 
comparativo entre cepas para analizar el fenotipo y hncionalidad de las poblaciones linfocitarias, 
en un estudio comparativo de las alteraciones electromiograficas en diferentes asociaciones 
linea de ratodpoblacion parasitaria se determino que la infeccion de ratones C3WHeN daba 
lugar a un patron neuropatico mas marcado al ser infectados con la cepa RA (Sanz y col., 
1991). Por esta razon 10s estudios comparativos heron realizados empleando esta cepa de 
T.cruzi como modelo de induccion de lesiones predominantemente neuropaticas, y la cepa 
CA-I o el clon K-98 como modelo de lesiones predominantemente miopaticas. 
La posibilidad de disponer de un modelo murino que reproduce adecuadamente las alte- 
raciones neuromusculares descritas en 10s humanos (Gonzalez Cappa y col., 1987; Sica y col., 
1995), es importante porque permite prohndizar el conocimiento de 10s mecanismos 
involucrados en su desarrollo. El estudio comparativo de estas dos poblaciones de T.cruzi que 
difieren en tropismo, virulencia e inrnunogenicidad permitio establecer que las diferencias 
observadas en cuanto a la magnitud del compromiso muscular y nervioso son dependientes de 
la poblacion parasitaria. Por una parte, la miositis y las alteraciones histologicas miopaticas 
detectadas durante la infeccion con CA-I heron marcadamente acentuadas, en tanto las lesio- 
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nes de tejido nervioso tuvieron menor frecuencia y magnitud. Por el contrario, la presencia de 
lesiones en tejido nervioso h e  una constante en la infeccion con la cepa RA. observandose no 
solamente lesiones inflamatorias y degenerativas en nervio ciatico sino tambien un importante 
compromiso inflamatorio en meninges. Molina y col. (1987) comunicaron el compromiso del 
sistema nervioso similar al observado con la cepa RA en esta Tesis, en ratones infectados con 
la cepa Tulahuen, que presenta un tropismo semejante al de la cepa RA. Los autores describen 
desrnielinizacion y presencia de infiltrados inflamatorios en nervio ciatico, aunque con mayor 
fi-ecuencia en epineurio que en endoneurio, asi como meningitis y radiculitis ventral. 
La intensidad de 10s infiltrados inflamatorios y del compromiso nervioso y muscular 
difirio en 10s ratones infectados con una u otra poblacion parasitaria, si bien encontramos 
rasgos comunes entre 10s cuales la escasa presencia de leucocitos polimorfonucleares en 10s 
infiltrados, la progresion de la miositis y la degeneracion axonal heron 10s mas sobresalientes. 
En relacion a la composicion celular predominantemente mononuclear, estos resultados con- 
cuerdan con estudios previos de nuestro laboratorio (Gonzalez Cappa y col., 1987; Losavio y 
col., 1989). Es necesario seiialar aqui que Molina y Kierszenbaum (1988) tambien describie- 
ron el predominio de celulas mononucleares en musculo esqueletico y miocardio, durante las 
fases aguda y cronica de la infeccion murina con la cepa Tulahuen. En este estudio la presencia 
de escasos leucocitos polimorfonucleares estaba asociada primordialmente a celulas necroticas 
durante la fase aguda. El predominio de celulas mononucleares durante la fase aguda, en particular 
linfocitos, tambien h e  seiialado por Sun y Tarleton (1993) en un estudio de caracterizacion del 
fenotipo de celulas inflamatorias en musculo esqueletico y miocardio en ratones infectados con 
las cepas Brasil y el clon Sylvio X1014. Por el contrario, Ben Younes-Chennoufi y col. (1 988) 
han descrito la presencia de un porcentaje elevado de leucocitos polimorfonucleares (alrededor 
del 50%), tanto durante la fase aguda como cronica de la infeccion de ratones C3WHeJ y 
C57BV6 con las cepas CL e Y. Estos resultados sugieren que las diferencias en la composicion 
cualicuantitativa de 10s infiltrados inflamatorios dependeria tanto de las caracteristicas de la 
cepa de T.cruzi como de la genetica del huesped. Dichas diferencia podrian, por otra parte, 
estar involucradas en el desarrollo de distintas manifestaciones patologicas. Este ultimo aspect0 
h e  investigado por Rowland y col. (1992), quienes demostraron que en ratones endocriados la 
severidad de las lesiones cardiacas esta vinculada a genes no asociados al CMH. De manera 
similar, Sanz y col. (1 991) demostraron en ratones exo- y endocriados (de diferentes haplotipos) 
infectados con cepas de diferente virulencia y tropismo, que las alteraciones electromiograficas 
(signos miopaticos o neuropaticos) dependian de la asociacion huespedlparasito considerada. 
La presencia de las lesiones demostrables histologicamente se correlaciono con 10s ha- 
llazgos electromiograficos que evidenciaron compromiso miopatico primario en el caso de la 
cepa CA-I, aunque en la fase cronica se observo un patron mixto con componentes miopaticos 
y neuropaticos. Esto podria estar relacionado con la elevada intesidad del proceso inflamatorio, 

Discusion 49 
cualicuantitativa de 10s infiltrados sugirio la posibilidad que mecanismos no asociados a la 
presencia actual de Ag parasitario estuvieran involucrados en la patogenia de las lesiones 
neuromusculares durante la fase cronica. Por esta razon, se investigo la validez de la hipotesis 
de un mecanismo autoinrnune como responsable de la patologia. 
En modelos experimentales de patologias autoinmunes se ha observado que algunos de 
10s mecanismos de tolerancia central (delecion clonal a nivel del timo) o periferica (mecanis- 
mos de supresion antigeno-especifica) estan alterados (Sakaguchi y Sakaguchi, 1990). La 
manifestacion mas evidente de estas patologias es la presencia de autoanticuerpos que recono- 
cen Ag propios, como se observa en el lupus eritematoso sistemico (revisado por Naparstek, 
1993), en la enfermedad de Graves (revisado por Sinha y col., 1990) y en la miastenia gravis 
(Lindstrom y col., 1976), o de linfocitos T que proliferan fiente antigenos autologos como se 
establecio en la encefalomielitis alergica experimental (Ben-Nun y Cohen, 1982) -modelo de la 
esclerosis multiple (Wisniewsky y Keith, 1977)- y en la artritis autoinmune experimental 
(Holoshitz y col., 1983). 
Dado que en la enfermedad de Chagas experimental se habian descrito fluctuaciones 
cualicuantitativas en las subpoblaciones de timocitos (Leite de Moraes y col., 199 1) que po- 
drian estar involucradas en el desarrollo de autoinmunidad, decidimos analizar la existencia de 
linfocitos T autorreactivos en nuestro modelo de patologia neuromuscular. Los resultados 
obtenidos demostraron la existencia de linfocitos T autorreactivos en ratones cronicamente 
infectados con ambas poblaciones de T.cruzi. Sin embargo, observamos diferencias en el reco- 
nocirniento de 10s tejidos en relacion a la poblacion parasitaria infectante. Los linfocitos T CD4 
y CD8 de ratones infectados con el clon K-98 de CA-I reconocieron todos 10s tejidos, aunque 
la respuesta de 10s linfocitos T CD4 frente a musculo esqueletico fLe la de mayor magnitud. 
Por el contrario, en el caso de 10s ratones infectados con la cepa RA la respuesta de ambas 
subpoblaciones de linfocitos T estuvo dirigida exclusivamente hacia tejido nervioso y la 
incorporation de 3H-timidina h e  aproximadamente tres y seis veces mayor que la observada 
en el caso de K-98 para medula y nervio, respectivamente. Si bien no se determino la identidad 
bioquimica de 10s Ag frente a 10s cuales 10s linfocitos T respondian, las diferencias observadas 
sugerian que ambas subpoblaciones de linfocitos de ratones infectados con cepas de T.cruzi 
que difieren en comportamiento biologico, reconocian Ag probablemente epitopes) diferen- 
tes en tejido nervioso y que la autotolerancia frente a tejido muscular no habia sido abrogada en 
la infection por RA. 
La sola existencia de linfocitos T autorreactivos no es una indicacion del desarrollo de un 
mecanismo autoinmune, ya que en 10s individuos normales suelen existir, aunque su frecuencia 
y la afinidad de sus receptores es baja. La capacidad de 10s linfocitos T autorreactivos de 
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desencadenar patologia in vivo es considerada una evidencia crucial para incluir una patologia 
en la definicion de autoinmune (revisado por Rose y Bona, 1993). Por esta razon decidimos 
llevar a cab0 la transferencia pasiva de subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CDX de ratones 
cronicamente infectados. Dado que la cepa CA-I incluye algunos clones letales que pueden 
comportarse en algunos aspectos de manera similar a la cepa RA (A.M. Celentano, 1996). 
decidimos utilizar el clon K-98, con caracteristicas biologicas semejantes a las observadas en la 
cepa madre, para realizar 10s estudios comparativos de patologia mediada por poblaciones 
linfocitarias. Por el contrario, la cepa RA muestra variaciones en su virulencia solo excepcio- 
nalmente (A.M. Celentano, comunicacion personal), por lo que en dichos experimentos se 
empleo la poblacion no clonada. 
Antes de realizar 10s experimentos de transferencia pasiva investigamos las caracteristi- 
cas de las lesiones desencadenadas con dosis crecientes de tripomastigotes ya que, indepen- 
dientemente de 10s controles de co-infeccion en ratones lactantes incorporados en cada grupo 
experimental de transferencia, se deseaba determinar la sensibilidad de las tecnicas parasitologicas 
y serologicas convencionales para detectar lesiones asociadas a la infeccion con bajas dosis de 
parasitos en 10s animales receptores. 
Se decidio realizar este estudio en razon de que Mortatti y col. (1992) habian comunica- 
do que la inoculacion de dosis bajas de la cepa Y (similar a la cepa RA) resultaba en asociacion 
entre la presencia de parasitos tisulares e infiltrados inflamatorios durante la fase aguda. En esta 
Tesis encontramos la misma asociacion, aunque verificamos que la cinetica de la parasitemia y 
de la aparicion de las lesiones tisulares desencadenadas con dosis bajas de parbitos diferian en 
relacion con la poblacion parasitaria. A pesar de esto, la positivizacion serologica junto a1 
seguimiento parasitologico convencional constituyen controles altamente sensibles para detec- 
tar infecciones con inoculos pequeiios, como queda evidenciado en esta Tesis. 
Sin embargo, dado que 10s estudios histologicos en 10s receptores se llevarian a cab0 a 
partir de tiempos mas tempranos que aquellos en 10s que se podia detectar la infeccion con 
100% de sensibilidad en ratones de destete, se decidio emplear -ademis de 10s estudios serologicos 
e inrnunohistoquimicos- la inoculacion de una muestra de la suspension celular en ratones 
lactantes como controles internos en cada experimento. En estos ratones era de esperar la 
aparicion mas precoz de 10s signos de infeccion si las muestras hubieran estado contaminadas 
con parasitos. Para reforzar 10s resultados obtenidos mediante 10s estudios convencionales, 
tambien ser realizo PCR en 10s tejidos de 10s ratones receptores de linfocitos T para determinar 
la eventual infeccion de 10s mismos. 
Mediante ninguno de estos metodos se pudo verificar la infeccion accidental de 10s re- 
ceptores singeneicos, por lo que toda manifestation patologica se asumio como inducida por 
las subpoblaciones de linfocitos T transferidas. 
Si bien 10s linfocitos T de ratones infectados con ambas cepas heron capaces de inducir 
patologia en receptores singeneicos normales, observamos diferencias en cuanto a1 fenotipo 
celular responsable de la induccion de daiio y al tejido blanco de la injuria. 
Los linfocitos T CD4, per0 no 10s CD8 de ratones infectados con K-98, desencadenaron 
patologia en musculo esqueletico y no en tejido nervioso. La responsabilidad de este fenotipo 
celular en la induccion de patologia en modelos experimentales de la enfermedad de Chagas 
h e  descripta por Hontebeyrie-Joskowicz y col. (1987). Sin embargo, 10s autores so10 refirie- 
ron la existencia de lesiones granulomatosas en el higado (sin indicar en cuantos receptores) y 
de infiltrados neurales en uno de cuatro ratones receptores. Ademas, 10s autores reconocen que 
controles irradiados inoculados con esas celulas desarrollaron parasitemia, por lo que no puede 
descartarse que las lesiones observadas pudiesen estar vinculadas con la presencia de parasitos 
en 10s tejidos afectados. 
A diferencia de lo observado en la infeccion por K-98, ambas supoblaciones de linfocitos 
T de ratones infectados con RA indujeron lesiones en tejido nervioso. En relacion a esta ultima 
cepa se observo, ademas, correlacion positiva entre la capacidad de 10s linfocitos de proliferar 
frente a Ag de tejido nervioso y la capacidad de producir daiio. 
Es notable el hecho que 10s linfocitos T CD8 heran capaces de mediar patologia. La 
mayor parte de 10s modelos de transferencia pasiva realizados con subpoblaciones de linfocitos 
T han demostrado que 10s linfocitos T CD4 pueden desencadenar patologia mediante mecanis- 
mos de hipersensibilidad retardada frente a Ag solubles exogenos (Chikunguwo y col., 1993) 
asi como propios (Ben-Nun y Cohen, 1982; Maron y col., 1983; revisado por Cohen y col., 
1985). El papel de 10s autoantigenos en el desarrollo de patologia se ha probado en modelos 
experimentales de esclerosis multiple (Satoh y co1.,1988) y del sindrome de Guillain-Barre 
(revisado por Hartung y col., 1988) inducidos mediante inoculation de fracciones proteicas de 
mielina. La hipotesis subyascente en estas patologias es que el agente etiologico induciria a 10s 
linfocitos Thl a producir IFN-y el que, a su vez, induce la expresion de moleculas de clase I1 
del CMH por parte de las celulas endoteliales y de Schwann (Wekerle y col., 1986). En este 
contexto, tanto Ag exogenos como endogenos podrian ser presentados a linfocitos T especificos 
que participarian en 10s mecanismos amplificadores y efectores de injuria tisular. 
En relacion a 10s linfocitos T CD8 el concept0 general es que 10s rnismos estan involucrados 
en 10s mecanismos de proteccion frente a patogenos intracelulares, Sean estos virus (Lehmann- 
Grube y col., 1988), bacterias (Kaufinann y col., 1986) o parasitos (Tarleton, 1990; revisado 
por Sher y Coffman, 1992). Por el contrario, escasa evidencia vincula este fenotipo con la 
capacidad de producir lesiones tisulares. En modelos de diabetes autoinmune empleando ratones 
NOD (non-obese diabetic) se ha observado que lineas y clones de linfocitos T CD8 obtenidas 
de infiltrados pancreaticos son capaces de desencadenar insulitis y diabetes en receptores 
singeneicos normales solo si se co-administran linfocitos T CD4. Estos estudios indicarian que 
10s linfocitos T CD8 intervienen en la destruction de 10s islotes B de Langerhans pero que 
requieren sefiales derivadas de linfocitos T CD4 para ejercer su hncion efectora (Nagata y 
col., 1994). 
Los resultados obtenidos en esta Tesis difieren en este sentido. La poblacion de linfocitos 
T CD8 transferida present6 una contamination por linfocitos T CD4 de alrededor del 1-2% 
dependiendo del experimento. En el trabajo citado la relacion CD4:CD8 era 4: 1 y la poblacio- 
nes de linfocitos T CD8 transferidas correspondian a lineas y clones que heron seleccionados 
empleando el Ag relevante (islotes B tratados con mitC). En 10s estudios de transferencia 
realizados en esta Tesis es poco probable que 10s linfocitos T CD4 remanentes luego de la 
selection mediante ((panning)) heran suficientes numericamente para mediar cooperacion, ya 
que debe tenerse en cuenta que ninguna de las poblaciones linfocitarias empleadas era clonada. 
Esto sugiere queen 10s experimentos con ratones NOD se transfirieron precursores o celulas T 
CD8 en reposo, que requieren de cooperacion T para activarse, proliferar y actuar como 
efectoras. Por el contrario, es probable que en nuestro caso hayamos transferido linfocitos T 
CD8 activados en 10s organos lifoides de 10s cuales se obtuvieron. Esto concuerda con las 
observaciones realizadas en esta Tesis en 10s estudios de proliferation en presencia de rIL-2 y 
Ag. 
Si se piensa en terminos de procesamiento y presentacion antigenicos 10s linfocitos T 
CD8 podrian efectivamente estar involucrados en la patogenia de las enfermedades autoinmunes 
ya que las celulas nucleadas presentan autoantigenos en el context0 de moleculas de clase I del 
CMH. Por otra parte 10s linfocitos T CD8 activados producen IFN-y que induce la expresion 
de moleculas del CMH de clase I en celulas nucleadas (revisado por Billiau, 1996). Por lo 
tanto, linfocitos T CD8 sensibilizados frente a Ag propios, en particular de tejido nervioso 
como resultado de la infeccion por T.cruzi, podrian reconocer las celulas de tejido nervioso y 
destruirlas. Esto podria ocurrir aun en ausencia de manifestaciones caracteristicas del parasitis- 
mo tisular, como la expresion de Ag parasitario en la membrana plasmatica de las celulas 
infectadas (Ribeiro dos Santos y Hudson, 1980; Araujo, 1985). Von Kreuter y Santos-Buch 
(1986), observaron que en ratones cronicamente infectados con la cepa Brasil (poblacion 
miotropica de T.cruzi), linfocitos T totales intervenian en la lisis de mioblastos normales si eran 
previamente estimulados con Ag parasitario, pero no con homogenatos de musculo esqueletico 
de ratones singeneicos. En este estudio, parte del efecto litico era asignado a una linfoquina 
presente en 10s sobrenadantes de cultivo de 10s linfocitos T. Los resultados presentados en esta 
Tesis, indican que la subpoblacion CD8+ de linfocitos T es capaz de proliferar frente a Ag 
propios y producir neuropatia. Los linfocitos T CD8 activados son capaces de producir y 
secretar granzima A y perforina, proteinas involucradas en la citolisis (Podack y col., 1988). 
D'Avila Reis y col. (1 993b) demostraron la presencia de infiltrados inflamatorios compuestos 
en su mayoria por linfocitos cuyo fenotipo es CD8+/~~45RO/granzima A+en el miocardio de 
pacientes chaghicos cronicos, si bien no realizaron estudios hncionales vinculados con el 
reconocimiento de Ag de T.cruzi o autoAg por parte de dichos linfocitos. La granzima A es 
una serina-esterasa presente en liiocitos citotoxicos activados (revisado por Jenne y ~schopp. 
1988; revisado por Griffiths y Mueller, 1991). En 10s estudios presentados en esta Tesis se 
demuestra que 10s infiltrados en el tejido nervioso de ratones transferidos con linfocitos T 
CD8+, obtenidos de ratones infectados con RA, presentan un alto porcentaje de linfocitos T 
CD8'. Si bien no realizamos experimentos de trafico linfocitario, es probable que una importante 
fiaccion de 10s linfocitos CD8+ presentes en las lesiones este representada por 10s linfocitos 
transferidos. Resultados obtenidos en un modelo ovino de rechazo de aloinjerto (leucocitos 
alogenicos) (Verhagen y col., 1995), han demostrado que el 86% de 10s linfocitos CD8' que 
emergen de 10s vasos linfiiticos eferentes luego de la estimulacion local con linfocitos alogeneicos 
se hallan activados (expresan altos niveles de CD25 y de moleculas de clase I1 del CMH). 
Ademas, la actividad citolitica en esta poblacion eferente (CD44h*, L-selectina-) se manifestaba 
a partir del segundo dia de estimulacion. Si bien en esta Tesis no se efectuaron estudios fenotipicos 
para determinar la presencia de 10s marcadores mencionados en las poblaciones de Linfocitos T 
CD8 transferidas, es probable que 10s linfocitos obtenidos de ganglios linfaticos y bazo de 
ratones infectados con RA Sean efectores que emergen continuamente de 10s organos linfoides, 
en razon de la continua estimulacion antigenica. Mas aun, el tiempo de aparicion de las lesiones 
concuerda con estudios de cinetica de acumulacion de celulas efectoras en modelos de rechazo 
de aloinjerto (Orosz y col., 1986). 
En relacion a la especificidad del blanco de daRo tisular caben diversas posibilidades que, 
nasta el momento, no han sido evaluadas en nuestro modelo. Primero, que la lisis celular 
mediada por 10s parasitos haya expuesto Ag propios (Ribeiro dos Santos y Hudson, 198 1)  y 
revertido la tolerancia periferica. Sin embargo, es dificil bajo este contexto, explicar por que en 
el caso de la cepa RA, que invade musculo esqueletico a1 igual que CA-UK-98, no se observa 
proliferation de linfocitos T frente a homogenatos de musculo esqueletico ill vitro ni son capaces 
de promover patologia muscular in vivo. La explication plausible para 10s resultados obtenidos 
es la existencia de epitopes homologos (mimetismo molecular) entre Ag de tejido nervioso y de 
T.cruzi, que podria ser responsable de la reversion de la tolerancia fiente a dicho tejido. La 
existencia de este tipo de epitopes entre T.cruzi y proteinas especificas de tejido nervioso (Van 
Voorhis y col., 1991) y muscular (Sadigursky y col., 1982) ha sido descrita por diversos autores 
como uno de 10s factores que podrian desencadenar la respuesta autoinmunitaria en la 
enfermedad de Chagas. Sin embargo, en esos estudios solo se evaluo la reactividad asociada a 
la respuesta humoral frente a estos epitopes. Recientemente hemos demostrado que sueros de 
ratones infectados con la cepa RA y el clon K-98 reaccionan de manera preferencial contra Ag 
de tejido newioso (Tekiel y col., manuscrito enviado). La absorcion de estos sueros con blots 
de tripomastigotes circulantes y con homogenatos de epimastigotes no inhibio la reactividad de 
dichos sueros fiente a 10s tejidos. Si bien nuestros estudios demostrarian de manera indirecta la 
ausencia de homologia entre Ag de 10s tejidos murinos y las poblaciones parasitarias empleadas 
en esta Tesis, debe tenerse en cuenta que la observacion esta vinculada exclusivamente con la 
identidad de epitopes B, es decir confonnacionales. En 10s trabajos de Sadigurski y col. (1 982) 
y Van Voorhis y col. (1991) tampoco se establecio si 10s epitopes homologos reconocidos por 
10s Ac tambien correspondian a epitopes T, y si tenian una representacion indiscrilninada en 
diferentes poblaciones de T.cruzi. Dado que hasta el presente so10 se ha podido reproducir la 
patologia chagasica mediante la transferencia pasiva de linfocitos T, solo 10s epitopes homologos 
reconocidos por estos parecerian tener responsabilidad en la induccion de la patologia en el 
modelo murino. En este sentido, Hontebeyrie-Joskowicz y col. (1987), observaron que lineas 
de linfocitos T especificas para T.cruzi eran capaces de desencadenar reacciones de hipersen- 
sibilidad retardada en 40-50% de ratones a1 ser inoculadas por via subcutanea junto a Ag de 
tejido nervioso. Estos resultados sugeririan que existen epitopes de T.cruzi capaces de estimular 
una respuesta timo-dependiente frente a Ag de tejido nervioso. Recientemente, Felix y col. 
(1993) demostraron que la inmunizacion de ratones Balblc con linfocitos T CD8' fijados, 
obtenidos de ratones singeneicos inmunizados con vesiculas de membranas plasmaticas de 
T.cruzi lisaban mioblastos L6E9 en cultivo, sugiriendo la existencia de mimetismo molecular 
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entre receptores T anti-T.cruzi y moleculas del sarcolema. De manera significativa, en esta 
Tesis se demostro la existencia de linfocitos T CD8 autorreactivos frente a tejido nervioso it) 
vitro y capaces de mediar patologia in vivo, aunque no hemos evaluado si 10s mismos poseen 
idiotopes vinculados en regulaciones como las mencionadas. 
Otra altemativa para la autorreactividad observada es el desencadenamiento de expan- 
sion policlonal T y B (Minoprio y col., 1986a, 1986b). 
En nuestro modelo hemos descripto la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra 
proteinas de tejido nervioso central y periferico, mlisculo cardiac0 y esqueletico. Significativa- 
mente, la principal reactividad (Western-blot) fiente a Ag de mdsculo esqueletico y tejido 
nervioso se observo durante la fase cronica -en particular a 10s 270 dias pi- en ratones infecta- 
dos con el clon K-98 (Tekiel y col., remitido para su publication). Esta reactividad coincide 
con la aparicion, en musculo esqueletico y tejido nervioso, de linfocitos B con IgM de superfi- 
cie, que se describe en esta Tesis. Este isotipo de inmunoglobulina es frecuente en las enferme- 
dades autoinmunes mediadas por autoanticuerpos en ratones NZB, especialmente susceptibles 
a las mismas, siendo la subpoblacion de linfocitos B CD5+, B220+ (anteriormente reconocidos 
como Ly lB', LyB5') la responsable de su secretion (Revisado por Smith y Steinberg, 1 983). 
Sugerentemente, en estudios realizados antes del inicio de esta Tesis observamos que en 10s 
tejidos obtenidos de ratones cronicamente infectados con CA-I estaban presentes celulas que 
eran reconocidas por un AcMo anti-Lytl. Este marcador incorrectamente descripto colno 
presente exclusivamente en linfocitos T cooperadores (Ledebetter y col., 1980), es actualmente 
reconocido como un marcador pan-T (Ledbetter y col., 1980, Ledbetter y col., 198 1) 
estructuralmente identico a CD5. 
En resumen, 10s resultados presentados en esta Tesis seiialan que en ratones infectados 
por poblaciones parasitarias de T.cruzi de diferente tropism0 y capacidad para inducir respuesta 
inmune especifica, se desarrolla una respuesta autoinmunitaria que es mediada por diferentes 
subpoblaciones de linfocitos T cuyo fenotipo, asi como la identidad de 10s tejidos blanco 
afectados, depende de la poblacion parasitaria. 
CONCLUSIONES 
I. El patron electromiografico asociado a las lesiones neuromusculares en la infeccion por 
T.cruzi depende de las caracteristicas de la cepa infectante que estaria vinculado con el 
tropism0 tisular parasitario: se observa un patron primario miopatico en la infeccion con 
CA-I y primario neuropatico en la producida por RA. 
2. Las lesiones inflamatorias que se desarrollan durante la infeccion en 10s tejidos muscular 
y nervioso se caracterizan por el predorninio de celulas mononucleares, siendo m h  seve- 
ras en musculo esqueletico en la infeccion con CA-I y en tejido nervioso en la infeccion 
con RA. El fenotipo de las celulas inflamatorias depende de la cepa infectante y del tiem- 
po post-infection. 
3. Los linfocitos T CD4 y CD8 de ratones infectados proliferan fiente a antigenos autologos del 
eje neuromuscular periferico. En el caso del clon K-98, se observa proliferacion indiscrirninada 
fiente a todos 10s Ag estudiados (musculo esqueletico, nervio periferico y medula espinal), en 
tanto que la proliferacion celular estarestringida a sistema nervioso en el caso de linfocitos de 
ratones infectados con RA. 
La proliferacion es Ag-especifica y ocurre como consecuencia de la infeccion y no de factores 
mitogenicos contenidos en las preparaciones antigenicas. 
. La identidad de la subpoblacion de linfocitos T que induce la patologia neuromuscular 
depende de la poblacion parasitaria infectante. Solo 10s linfocitos T CD4 de ratones in- 
fectados con K-98 desencadenan patologia muscular en receptores singeneicos norma- 
les. Por el contrario, ambas subpoblaciones de linfocitos T obtenidas de ratones infecta- 
dos con RA son capaces de inducir patologia exclusivamente en tejido nervioso, siendo 
las lesiones causadas por 10s linfocitos CD8 mas precoces que las desencadenadas por 
linfocitos CD4. 
5 .  Estos resultados demuestran que durante la infeccion cronica con cepas de T.cruzi que 
difieren en sus caracteristicas biologicas, son operativos distintos mecanismos inductores 
de inmunopatologia que desencadenan lesiones a nivel neuromuscular en el modelo murino 
de enferrnedad de Chagas. 
DIRECCIONES FUTURAS 
Los resultados de esta Tesis demuestran que 10s linfocitos T de ratones infectados con las 
cepas RA y CA-I (o el clon K-98) de T.cruzi inducen patologia mediante distintos mecanismos. 
Para profundizar en el conocimiento de estos mecanismos se proponen una serie de hipotesis de 
trabajo a partir de las cuales se desarrollaran diseiios experimentales. 
Los aspectos que seran investigados incluyen: 
1. Existencia de epitopes homologos entre el parasito y el huesped en la asociacion C3W 
RA. 
2. Activacion policlonal en la asociacion C3WK-98. 
3.  Mecanismos de trafico linfocitario asociado a la existencia de reconocimiento selectivo 
de Ag en la infeccion por ambas cepas. 
4. Expresion de moleculas de adhesion y otros marcadores caracteristicos de linfocitos T de 
memoria. 
5 .  Grado de clonalidad de 10s receptores de 10s linfocitos T presentes en las lesiones. 
6 .  Especificidad y aspectos hncionales (in vitro e in vivo) de 10s linfocitos T involucrados 
en el dearrollo de las lesiones, mediante la obtencion de lineas y clones. 
7. Existencia de redes idiotipo-antiidiotipo como responsables del desarrollo de la patologia 
en cada una de las asociaciones huespedlparasito estudiadas en esta Tesis. 
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